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Resumo 
Primeiramente, buscou-se compreender a função de uma população de 
neurônios sensoriais expressando o receptor Olfr692 no órgão vomeronasal (VNO) de 
camundongos, receptor cuja expressão canonicamente está localizada no epitélio 
olfativo principal (MOE). Dados prévios de nosso laboratório indicam que tais células 
são ativadas em camundongos machos virgens por odores de filhotes. Foram realizados 
ensaios comportamentais de exposição a filhotes em animais knockout para o gene do 
receptor Olfr692, mas não foram encontradas diferenças fenotípicas entre animais 
mutantes e C57BL6 não modificados. Visando o melhor aproveitamento do tempo 
restante no mestrado iniciou-se uma nova etapa na qual foram estudados RNAs não 
codantes intergênicos longos (lincRNA) expressos diferencialmente no tecido olfativo. 
Considerando a possibilidade de que estes lincRNAs exerçam papéis importantes no 
sistema olfativo, já que são altamente expressos no tecido olfativo em comparação com 
outros tecidos, iniciou-se a investigação funcional destes transcritos através da 
caracterização de seus padrões de expressão no VNO e no MOE, através de 
hibridizações in situ. Para quatro transcritos foi encontrado um padrão de expressão 
restrito ao epitélio olfativo, de forma que os transcritos devem estar sendo expressos 
nos neurônios sensoriais olfativos e/ou nas células de suporte localizadas no epitélio. 
Prosseguindo com a investigação funcional, ainda devem ser realizados experimentos 
que permitam identificar quais moléculas interagem com os lincRNAs, além de realizar 
o silenciamento destes genes para o estudo das alterações fenotípicas provocadas pela 
perda de função do transcrito. 
  
Abstract 
First, we sought to understand the function of a population of sensory 
neurons expressing the Olfr692 receptor in the vomeronasal organ (VNO) of mice, 
whose expression canonically is located in the main olfactory epithelium (MOE). 
Previous data from our laboratory indicate that such cells are activated in virgin male 
mice by pup odors. Behavioral tests of exposition to pups were performed on virgin 
male mice knockout for the Olfr692 receptor gene, but no phenotypic differences were 
found between mutant and unmodified C57BL6 animals. Aiming at the best use of the 
remaining time in the master's degree, a new stage was started in which long intergenic 
non-coding RNAs (lincRNAs) differentially expressed in the olfactory tissue were 
studied. Considering the possibility that these lincRNAs play important roles in the 
olfactory system, since they are highly expressed in olfactory tissue compared to other 
tissues, the functional investigation of these transcripts was initiated by characterizing 
their expression patterns in VNO and MOE, through in situ hybridizations. For four 
transcripts, an expression pattern restricted to the olfactory epithelium was found, so 
that the transcripts might be being expressed in the olfactory sensory neurons and / or 
in the supporting cells located in the epithelium. To continue with the functional 
investigation, experiments still must be carried out to identify which molecules interact 
with the lincRNAs, besides silencing these genes for the study of the phenotypic 
alterations caused by the loss of transcript function. 
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1. Capítulo I: Investigação funcional do 
gene Olfr692 no sistema olfatório de 
camundongos 
 
1.1. Introdução 
1.1.1. Sistemas quimiosensoriais 
A habilidade de detectar, discriminar e reagir às substâncias químicas 
presentes no ambiente é necessária para a vida da grande maioria dos seres vivos, que 
ao longo da evolução evoluíram sistemas quimiossensoriais, permitindo respostas 
fisiológicas e comportamentais instintivas ou aprendidas frente a moléculas 
específicas. 
Nos vertebrados, estão presentes dois sistemas quimiossensoriais: o 
sistema olfatório e o sistema gustatório. A informação sensorial olfatória é detectada e 
transmitida diretamente ao Sistema Nervoso Central pelos neurônios do nervo 
craniano I, enquanto a informação gustatória é detectada por células epiteliais 
especializadas da língua e transmitida ao Sistema Nervoso Central pelos nervos 
cranianos VII, IX ou X (HARA, 1994). 
Para os animais, o sistema olfatório destaca-se por ser o mais importante 
para a maioria desses organismos, participando de diversas atividades, tais como: 
reconhecimento de co-específicos, presas e predadores; regulação endócrina, escolha 
de parceiros reprodutivos, avaliação da qualidade do alimento, cuidado parental, 
territorialidade, entre outros (MORI, 2014). 
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1.1.2. O Sistema Olfatório e seus subsistemas 
Em mamíferos, o Sistema Sensorial Olfatório é composto por subsistemas 
segregados anatomicamente no interior da cavidade nasal e com conexões distintas 
com o bulbo olfatório no cérebro. Na Figura 1, observa-se a representação das 
estruturas que compõem o Sistema Sensorial Olfatório em camundongos, organismo 
escolhido como modelo devido à similaridade com os sistemas olfatórios de outros 
mamíferos. 
 
Figura 1. O Sistema Sensorial Olfatório em roedores. Representação de uma secção sagital da cabeça 
de um roedor, destacando em colorido as estruturas que compõem o Sistema Sensorial Olfatório, que 
são: o Epitélio Olfatório Principal (Main Olfactory Epithelium – MOE), o Órgão Vomeronasal 
(Vomeronasal Organ – VNO), o Órgão Septal de Masera (Septal Organ of Masera – SO) e o Gânglio de 
Grueneberg (Grueneberg Ganglion – GG). Há também o Bulbo Olfatório Principal (Main Olfactory Bulb 
– MOB), que recebe os prolongamentos axonais dos neurônios sensoriais do MOE, SO e GG; e o Bulbo 
Olfatório Acessório (Acessory Olfactory Bulb – AOB), destino dos axônios dos neurônios sensoriais do 
VNO. Figura adaptada a partir de Kaupp, 2010. 
 
O Sistema Olfatório Principal é formado pelo Epitélio Olfatório Principal 
(Main Olfactory Epithelium; MOE), pelo Bulbo Olfatório Principal (Main Olfactory 
Bulb; MOB) e por outras regiões superiores do cérebro, responsáveis pelo 
processamento da informação olfatória (MUNGER, 2009). O MOE está localizado na 
região posterior da cavidade nasal na forma de protuberâncias cartilaginosas 
conhecidas como turbinados e é composto de um epitélio pseudoestratificado, onde 
estão presentes três tipos celulares: os Neurônios Sensoriais Olfatórios (Olfactory 
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Sensory Neuron – OSN), as células de sustentação e as células-tronco basais, 
responsáveis pela reposição dos OSNs (Fig.2).  
Os OSNs são neurônios bipolares cujo corpo celular localiza-se no interior 
do epitélio, a partir do qual um único dendrito ciliado estende-se para a superfície do 
epitélio; nos cílios deste dendrito, estão localizados os receptores capazes de se ligar às 
moléculas odorantes presentes no ambiente. Quando se ligam a estas moléculas, os 
receptores dão início a uma cascata de reações que culminam na despolarização do 
neurônio. Da outra extremidade do corpo celular, um axônio é emitido em direção ao 
Bulbo Olfatório Principal, onde faz sinapse com as células mitrais nos glomérulos 
olfatórios do bulbo (TIRINDELLI; MUNGER, 2009). 
 
Figura 2. O Epitélio Olfatório Principal. Representação gráfica de uma secção transversal do MOE. Na 
figura, estão indicados lumen, cílios (Cilia), células-tronco basais (Basal cell), células de sustentação 
(Supporting cell), neurônios sensoriais olfatórios (Olfactory sensory neuron), axônios dos OSNs 
(Olfactory sensory neuron axons) em direção ao bulbo olfatório principal (To olfactory bulb), e 
membrana basal (Basement membrane). Figura de Mombaerts, 2004. 
 
No MOE, a maior população de OSNs é a dos que expressam receptores do 
tipo OR (Odorant Receptor), receptores que compõem uma família multigênica de 
aproximadamente 1000 membros (Godfrey et al., 2004) e que pertencem à 
superfamília de receptores de membrana associados à proteína G (G Protein-Coupled 
Receptors; GPCR), conhecidos também por possuírem sete domínios transmembrana 
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(BUCK & AXEL, 1991; TARASOVA et al., 1999). A expressão destes receptores se dá de 
maneira monogênica e monoalélica pelos OSNs do MOE, de forma que cada OSN 
expressa apenas um gene de receptor (SERIZAWA et al., 2004). Está bem estabelecido 
que os receptores OR são capazes de detectar odorantes voláteis presentes no ambiente 
(Munger et al., 2009), mas há evidências de que o MOE também responde a moléculas 
de comunicação capazes de induzir comportamentos específicos (ZUFALL & 
LEINDERS-ZUFALL, 2007). 
O Sistema Olfatório Acessório é composto pelo Órgão Vomeronasal 
(Vomeronasal Organ - VNO), localizado na base do septo nasal, dentro do osso vômer, 
que abriga os Neurônios Sensoriais Vomeronasais (Vomeronasal Sensory Neuron - 
VSN). Estes neurônios enviam seus prolongamentos axonais para o Bulbo Olfatório 
Acessório (AOB) no cérebro, que em seguida transfere a informação para centros 
superiores de processamento no encéfalo. Diferentemente dos OSNs, os VSNs 
expressam receptores de duas famílias distintas: V1R e V2R; cada uma delas expressa 
em regiões distintas do órgão vomeronasal, apical e basal. Os VSNs localizados na 
região apical do órgão vomeronasal expressam receptores da família V1R, enquanto os 
VSNs da região basal expressam receptores da família V2R (ISHII & MOMBAERTS, 
2011). É reconhecida a importância do VNO para a detecção de compostos de 
comunicação química entre indivíduos da mesma espécie (feromônios) e de 
substâncias liberadas por uma espécie e detectadas por outra (cairomônios), 
desencadeando respostas comportamentais e mudanças hormonais (Munger, 2009; 
PAPES et al., 2010; FERRERO et al., 2013). 
Além dos subsistemas descritos acima, a cavidade nasal de mamíferos ainda 
conta com outros órgãos olfativos. Um deles é o Órgão Septal de Masera (Septal Organ 
of Masera – SO), composto de duas ilhas de epitélio olfativo localizadas uma de cada 
lado do septo nasal (ADAMS & MCFARLAND, 1971). A função deste órgão ainda 
permanece desconhecida, mas é possível que, devido à sua localização, esteja envolvido 
com a detecção de odorantes vindos da cavidade oral (BREER, 2006). Há também o 
Gânglio de Grueneberg (Grueneberg Ganglion – GG), localizado na extremidade 
anterior do nariz de camundongos, cuja função também é ainda obscura, apesar de ter 
sido reportado que possui neurônios responsivos a alguns odorantes e também a baixas 
temperaturas (MAMASUEW et al.; FLEISCHER & BREER, 2010). 
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1.1.3. Comportamentos instintivos desencadeados pelo sistema 
olfatório 
Entre as várias estratégias de comunicação que os mamíferos 
desenvolveram ao longo da evolução, a olfação é sem dúvidas a mais difundida e 
conservada de todas (SWANEY & KEVERNE, 2009). Esta modalidade de comunicação 
envolve a emissão e detecção de semioquímicos, substâncias que carregam mensagens 
químicas entre os animais. Os semioquímicos são classificados de acordo com seu 
mecanismo de atuação, com destaque para os denominados feromônios, que são 
secretados no ambiente por um indivíduo e que são captados por outros indivíduos da 
mesma espécie, nos quais é gerada uma resposta específica, fisiológica ou 
comportamental (TIRINDELLI et al., 2009). Há também os alelomônios, que são 
produzidos por membros de uma espécie e ocasionam respostas em membros de outra 
espécie. Os alelomônios ainda se dividem em: sinomônios, quando a comunicação 
resulta numa resposta adaptativa favorável tanto para o emissor quanto para o 
receptor do composto; cairomônios, quando a comunicação é favorável para o 
organismo receptor do composto, mas não para o emissor; e alomônios, quando a 
comunicação resulta numa resposta que é favorável apenas ao emissor do composto e 
não para o receptor (SBARBATI & OSCULATI, 2006). 
A comunicação química pelo Sistema Olfatório muitas vezes gera respostas 
instintivas (ou inatas, que não são resultado de aprendizado, mas sim de determinação 
genética). Mesmo roedores de laboratório, pertencentes a linhagens que sofrem 
endocruzamento há centenas de gerações, são capazes de apesentar comportamentos 
defensivos e evasivos quando expostos a odores de predadores com os quais o roedor 
jamais teve contato ao longo de toda sua vida (PAPES et al., 2010). 
Considerando os subsistemas que compõem o Sistema Olfatório, a visão 
mais clássica propõe uma divisão funcional entre eles, na qual o MOE  atuaria na 
detecção de odorantes voláteis convencionais, que levam ao animal informações sobre 
o ambiente, incluindo presença e qualidade de alimentos e outros animais (presas, 
predadores e competidores) em seu território, enquanto o VNO atuaria principalmente 
na comunicação química entre indivíduos da mesma espécie e entre espécies, 
induzindo comportamentos instintivos e mudanças endócrinas. Corroborando essa 
ideia está o fato de que os neurônios sensoriais do MOE e do VNO expressam famílias 
diferentes de receptores, usam elementos distintos para executar a transdução do sinal 
e ativam diferentes circuitos neurais no cérebro (BUCK, 2000; DULAC, 2003). Porém, 
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o estudo de vários comportamentos instintivos induzidos pelo Sistema Olfatório revela 
que algumas repostas inatas requerem a participação do MOE (MANDIYAN et al., 
2005; RESTREPO et al., 2004), mostrando uma sobreposição entre a atuação dos 
diferentes sistemas. 
1.1.4. Importância do VNO para a geração de respostas instintivas 
O órgão vomeronasal está envolvido com boa parte dos comportamentos 
instintivos desencadeados pelo sistema olfativo descritos na literatura. O nocaute do 
gene para TRPC2, um canal iônico especificamente expresso no VNO e essencial para 
a transdução do sinal nos VSNs, resulta na ablação genética do órgão pois impede a 
ativação sensorial dos VSNs, de forma que este se tornou um método bastante utilizado 
para estudar o envolvimento do VNO em comportamentos inatos (ZUFALL, 2005). 
Estudos mostraram que o VNO está envolvido na capacidade dos animais 
de discriminar o sexo de outros indivíduos, de forma que animais TRPC2-/- são 
incapazes de discriminar o sexo dos demais animais e, surpreendentemente, 
apresentam alterações nos comportamentos característicos de seu próprio sexo. Desta 
forma, machos TRPC2-/- não apresentam agressividade direcionada a outros machos e 
direcionam seus cortejos e comportamentos sexuais tanto para machos quanto fêmeas 
(STOWERS, 2002). Além disso, fêmeas TTRPC2-/- apresentaram redução nos 
comportamentos maternais, apresentando menor agressividade direcionada a 
intrusos, diminuição da qualidade e do tempo gasto no cuidado com os filhotes, além 
de apresentar comportamentos sexuais característicos de machos, como monta, 
investigação anogenital e vocalizações ultrassônicas (KIMCHI et al., 2007). 
O VNO também participa da indução da agressividade entre machos, 
através da detecção das proteínas urinárias maiores (Major Urinary Protein – MUP) 
pelos VSNs. A urina de camundongos é composta de diversos odores voláteis, 
peptídeos e proteínas, que promovem interações sociais entre os animais e as MUPs 
são um subgrupo dessas proteínas presentes na urina de machos adultos, cuja 
produção é dependente de testosterona e do hormônio do crescimento (CAVAGGIONI 
& MUCIGINAT-CARETTA, 2000). O VNO detecta uma combinação de MUPs 
presentes na urina dos camundongos e as diferentes combinações e proporções das 
MUPs no odor são capazes de modular a resposta comportamental de um indivíduo, 
sendo que MUP3 é capaz de promover a agressividade independentemente de qualquer 
tipo de experiência prévia por parte do agressor (KAUR et al., 2014; CHAMERO et al., 
2007). 
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Em ratos, também foi observado que o VNO detecta feromônios de alarme, 
que intensificam a frequência dos comportamentos de avaliação de risco e defesa, 
acompanhados de uma diminuição dos comportamentos exploratórios e de descanso, 
além do aumento da temperatura corporal. Estes feromônios são liberados quando os 
ratos são submetidos a uma situação de estresse, induzindo alterações 
comportamentais quando captados por outros indivíduos receptores (KIKUSUI et al., 
2001; KIYOKAWA et al., 2006). Animais que tiveram seu VNO removido foram 
incapazes de exibir a elevação da temperatura corporal, evidenciando o papel do órgão 
na detecção destes feromônios (KIOYOKAWA et al., 2006). 
O VNO também é responsável pela detecção dos feromônios relacionados 
com o efeito Whitten (WHITTEN, 1956), um fenômeno primeiramente observado em 
camundongos, no qual a presença de machos é capaz de induzir o cio nas fêmeas, 
através do encurtamento das fases que compõem o ciclo estral. Um estudo demonstrou 
que a oclusão dos canais que levam feromônios ao VNO em ratos foi suficiente para 
impedir que a urina de animais macho induzisse alterações no ciclo estral das fêmeas, 
evidenciando o envolvimento do VNO com o fenômeno (JOHNS et al., 1978). 
Outro efeito conhecido deste tipo é o efeito Vandenbergh 
(VANDENBERGH, 1969), no qual as MUPs presentes na urina de machos adultos 
provocam a aceleração da maturação sexual de fêmeas jovens (MUCIGNAT-CARETTA 
et al., 1995). O estudo com animais que tiveram o nervo vomeronasal lesionado 
mostrou que o VNO é necessário para que este fenômeno ocorra (KANEKO, 1980). 
Outro fenômeno relacionado é o do bloqueio e interrupção da gravidez que 
ocorre quando fêmeas grávidas de camundongos são expostas a animais machos 
adultos estranhos (efeito Bruce; BRUCE, 1960), um mecanismo provavelmente 
relacionado à economia do investimento parental com uma prole que está 
potencialmente suscetível ao infanticídio pelo macho estranho (LABOV, 1981). Já foi 
mostrado que a destruição do VNO faz com que os animais não apresentem o bloqueio 
da gravidez, enquanto a eliminação do MOE não influenciou a ocorrência do fenômeno 
(BELLRINGER et al., 1980), revelando a importância do VNO para este 
comportamento. 
O VNO também está envolvido com respostas estereotipadas de medo e 
defesa que são geradas por um animal exposto ao odor de seus predadores, respostas 
essas que independem do animal ter tido ou não uma experiência prévia com tal 
predador. Já foi mostrado que o VNO é necessário para desencadear comportamentos 
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desse tipo e que animais TRPC2-/- não respondem adequadamente a esses odores 
(PAPES et al., 2010). 
 
1.1.5. Dados preliminares ao estudo 
Com a publicação do transcritoma do sistema olfatório do camundongo 
(IBARRA-SORIA et al., 2014), confirmou-se a expressão de diversos receptores de 
presença já esperada no órgão vomeronasal, como receptores V1Rs e V2Rs; por outro 
lado, constatou-se a expressão ainda não relatada de receptores OR no VNO. 
Em seu projeto de Mestrado (processo FAPESP de nº 2012/040261), o 
aluno de nosso grupo Thiago S. Nakahara estudou receptores ORs com expressão 
elevada no VNO. A expressão desses genes foi analisada através de PCR em tempo real 
(qPCR) e hibridização in situ. Ficou claro que, dentre os receptores avaliados, o gene 
Olfr692 se destaca como sendo altamente expresso em uma numerosa população de 
neurônios sensoriais no VNO (NAKAHARA et al., 2016). 
A caracterização molecular dos neurônios do órgão vomeronasal 
expressando Olfr692 foi feita através de uma série de hibridações in situ em 
camundongos adultos, que mostraram que os neurônios Olfr692-positivos expressam 
TRPC2, comumente expresso em VSNs canônicos, mas não expressam os marcadores 
CNGA2 e Gαolf, característicos de OSNs canônicos. Além disso, essa nova população 
não expressa o marcador Gαi2 presente nos neurônios da camada apical de neurônios 
do VNO, mas expressa o marcador Gαo, típico dos neurônios da camada basal desse 
órgão. Em outros ensaios de hibridação in situ, constatou-se que nestes neurônios não 
há a expressão de receptores V2R dos clados A, B ou D, mas há coexpressão com 
receptores V2R do clado C. Em conjunto, esses dados revelaram que a população de 
neurônios do VNO que expressa Olfr692 representa uma nova e não canônica 
população sensorial no órgão vomeronasal (NAKAHARA et al., 2016). 
Uma análise de RNA-seq mostrou que Olfr692 apresenta expressão mais 
baixa em camundongos jovens quando comparado com camundongos adultos. Esse 
dado relevante direcionou as pesquisas do grupo em busca dos estímulos capazes de 
ativar tais células. Entre outras, foram levantadas as hipóteses de que esses neurônios 
estariam envolvidos na indução do comportamento sexual nos adultos ou na inibição 
de comportamento de amamentação em adultos. Em ambos os casos, as hipóteses 
estão de acordo com o fato de a expressão de Olfr692 ocorrer em adultos, mas não em 
juvenis, onde os comportamentos citados não estão presentes. No entanto, não foi 
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observada ativação das células Olfr692-positivas em tais contextos comportamentais 
(NAKAHARA et al., 2016).   
Dados posteriores indicaram que odores liberados por filhotes são capazes 
de ativar as células Olfr692 do VNO, o que poderia estar relacionado com a 
participação do receptor na regulação do comportamento parental em camundongos 
adultos. Curiosamente, na presença de odores de filhotes, camundongos adultos 
machos que possuem sua própria ninhada (e que, portanto, exibem comportamento 
parental) não apresentaram ativação das células Olfr692-positivas. Por outro lado, 
camundongos machos virgens que nunca tiveram filhotes apresentaram 
comportamento agressivo em relação aos juvenis, acompanhado de ativação bastante 
significativa dos neurônios expressando Olfr692 (NAKAHARA et al., 2016). Fêmeas 
virgens e mães não apresentam comportamento agressivo contra os filhotes, e nestes 
casos também não há ativação das células Olfr692 do VNO. Em conjunto, tais 
observações levantam as hipóteses de que as células Olfr692 do VNO podem estar 
envolvidas (a) com a inibição de comportamento parental em machos virgens ou (b) 
com a indução de comportamento agressivo direcionado aos juvenis nesses animais. 
Com o objetivo de estudar a função deste grupo não canônico de células 
olfatórias do órgão vomeronasal, as quais expressam receptores ORs (células Olfr692-
positivas), nosso grupo idealizou e produziu, em colaboração com o laboratório do 
Prof. Dr. José Xavier Neto (Laboratório Nacional de Biociências, CNPEM), um 
camundongo knockout para o gene do receptor Olfr692. No trabalho de Iniciação 
Científica do aluno Antonio Pedro Camargo (processo FAPESP 2015/05024-0), foi 
utilizada a metodologia CRISPR/Cas9 (SINGH et al., 2015) para gerar esta linhagem 
de camundongos. Seis animais fundadores foram obtidos, totalizando 12 alelos 
mutantes para o gene Olfr692. Dentre estes, propagamos quatro alelos mutantes nulos 
em homozigose, através de cruzamentos controlados para obter linhagens knockout 
independentes. 
A primeira parte do meu trabalho de Dissertação de Mestrado 
teve como objetivo principal a elucidação da função da população de 
neurônios sensoriais que expressa o gene Olfr692 no VNO, através de 
estudos comportamentais nos camundongos mutantes mencionados. 
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1.2. Objetivo 
O objetivo desta etapa do trabalho foi determinar a função de uma nova 
população de neurônios expressando o receptor OR Olfr692 no órgão vomeronasal de 
mamíferos. Esta população que possui uma assinatura molecular não canônica, que 
não corresponde a nenhuma das outras populações de neurônios já estudadas nesse 
órgão. 
Este objetivo foi perseguido através da realização de ensaios 
comportamentais em camundongos mutantes Olfr692-/-, com o intuito de encontrar 
alterações comportamentais que nos permitissem inferir com quais processos o 
receptor está envolvido. 
 
1.3. Estratégia experimental 
1.3.1. Cruzamentos dos animais 
Devido à natureza da técnica CRISPR-Cas9 utilizada na geração dos 
camundongos nocaute para Olfr692, os alelos dos animais mutantes originados 
diferiam entre si, sendo que mesmo considerando um único animal mutante, seus dois 
alelos não eram iguais. A maquinaria CRISPR-Cas9 gera uma quebra da fita dupla de 
DNA no sítio-alvo, localizado no início da região codante do gene Olfr692, que é 
reconhecida pelo sistema de reparo de DNA de junção de pontas não-homólogas (Non-
Homologous End Joining, NHEJ), mecanismo susceptível a inserções e deleções no 
sítio de junção que podem ocasionar a mudança da fase de leitura (frameshift) do DNA 
(SU et al., 2016). 
Sendo assim, realizamos genotipagens e cruzamentos dos animais com o 
objetivo de criar linhagens para cada um dos alelos cujas mutações constituíssem 
mudanças na fase de leitura do gene. 
 
1.3.2. Genotipagem 
Para a genotipagem, optou-se pela realização de PCR, tendo o DNA 
genômico dos mutantes como molde e utilizando iniciadores (primers) específicos 
para cada um dos alelos de interesse. 
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1.3.3. Ensaios Comportamentais 
Dados de nosso laboratório mostraram que as células Olfr692 positivas no 
VNO são ativadas em camundongos machos virgens, quando estes animais foram 
expostos a odores de filhotes (NAKAHARA et al., 2016). Baseado no fato de que os 
estímulos captados pelo VNO podem desencadear comportamentos inatos, foram 
elaboradas as seguintes hipóteses: 1) Os neurônios Olfr692-positivos do VNO estão 
envolvidos em comportamentos parentais, já que uma possibilidade é que estas células 
induzem eventos de agressão dos animais machos adultos sobre os animais jovens 
(comportamento infanticida). Caso esta hipótese esteja correta, espera-se que os 
animais Olfr692-/- demonstrem redução no número de eventos de agressão, em 
comparação com animais controle de genótipo selvagem da mesma ninhada e idade. 
2) Outra possibilidade é que as células Olfr692 no VNO inibem o comportamento de 
cuidado parental. Se tal hipótese for verdadeira, espera-se que o número, duração e 
qualidade de episódios de cuidado da prole sofram alteração nos animais mutantes. 
Para avaliar estas hipóteses, optou-se pela realização de ensaios de 
exposição de machos adultos virgens à filhotes, onde os eventos de agressão e/ou 
cuidado parental foram registrados para cada animal. 
 
1.3.4. Contagem de células Olfr692 positivas no VNO, através de 
Hibridizações in situ 
Um fenômeno já reportado na literatura é aquele no qual neurônios 
olfatórios expressam apenas um único gene de receptor, monoalelicamente 
(SERIZAWA et al., 2004). Também já foi demonstrado que neurônios sensoriais 
imaturos podem, ao longo de sua maturação, trocar o gene de receptor olfatório 
escolhido com uma certa probabilidade, passando a expressar outro receptor , sendo 
que nos casos em que houve escolha de um receptor não funcional, a troca do receptor 
ocorreu com maior frequência (SERIZAWA et al., 2003; SHYKIND et al., 2004). 
Para avaliar se o receptor Olfr692 continuava a ser expresso no órgão 
vomeronasal dos animais mutantes, foi realizada a hibridização in situ cromogênica. 
 
1.4. Resultados 
1.4.1. Cruzamentos e Genotipagem 
Os camundongos mutantes para Olfr692 foram gerados pelo aluno de nosso 
laboratório Antônio Pedro Camargo, em seu projeto de iniciação científica (processo 
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FAPESP 2015/05024-0), que utilizou a tecnologia CRISPR-Cas9 para gerar mutações 
no início da sequência codificadora do gene do receptor. O DNA dos mutantes foi 
sequenciado e foram selecionados aqueles cuja mutação ocasionava mudança da fase 
de leitura do gene, uma mutação nula e, portanto, nocaute do gene. Tais mudanças na 
fase de leitura também resultaram no surgimento de códons de parada prematuros na 
sequência. Espera-se que proteínas mais curtas, cuja mudança de fase de leitura tenha 
ocorrido antes do final do primeiro domínio transmembrana do receptor, 
compreendam mutações nulas e com pequena chance de ocasionar ganho de função 
nos neurônios que as expressam. 
Os receptores olfatórios OR pertencem à superfamília de receptores de 
membrana associados à proteína G (G Protein-Coupled Receptors; GPCR), que 
possuem sete domínios transmembrana. Realizamos a predição dos domínios 
proteicos codificados pelas sequências dos alelos mutantes, através da ferramenta 
ORFfinder (acessível em “https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/”) (Figura 3). 
Em todos os casos, a mudança de fase de leitura nos alelos nulos introduziu 
um códon de parada prematuro na sequência da proteína (Figura 3). Portanto, 
hipotetizamos que os RNAs transcritos a partir dessas sequências sofrerão degradação 
mediada por mutação sem-sentido (Nonsense-Mediated Decay, NMD), envolvendo o 
complexo NMD, capaz de detectar e degradar transcritos aberrantes, incluindo 
transcritos com códons de parada prematuros. Acredita-se que tal mecanismo evite a 
produção de proteínas truncadas, que poderiam ter efeitos prejudiciais na célula 
(MILLER & PEARCE, 2014). 
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Figura 3. Estado dos alelos nos animais mutantes. Representação esquemática das proteínas 
codificadas pelos alelos mutantes obtidos do gene Olfr692. Estão representadas as 12 proteínas 
codificadas pelos alelos mutantes sequenciados, além do alelo controle de um animal C57BL/6J não 
modificado representado por “Selvagem”. Os retângulos azuis representam os sete domínios 
transmembrana. As regiões que são traduzidas em uma matriz de leitura incorreta estão em vermelho 
e terminam na região onde foi originado um códon de parada prematuro. O alelo 1 da fêmea 4 (2ª 
ninhada) e o alelo 2 da fêmea 9 (2ª ninhada) apresentaram deleções que não alteraram a matriz de 
leitura. 
 
Mesmo que os mRNAs oriundos das regiões modificadas sejam traduzidos 
em proteínas, é provável que seus efeitos nas células sejam os mesmos entre os 
diferentes alelos, já que o alinhamento das sequências traduzidas dos alelos contendo 
mutações nulas revelou que as proteínas truncadas hipotéticas eram muito similares 
(Figura 4). O alinhamento foi realizado na ferramenta T-Coffee (acessível em 
http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:mcoffee). 
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Figura 4. Alinhamento das sequências traduzidas dos alelos com mutação nula. Resultado do 
alinhamento das sequências das proteínas truncadas codificadas melos alelos que continham 
mutações nulas, dentre os animais que foram trabalhados ao longo do projeto. É possível observar a 
grande similaridade entre as sequências. 
 
A predição dos domínios transmembrana presentes nos alelos mutantes, 
realizada utilizando a ferramenta TMHMM Server v. 2.0 (acessível em: 
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/), sustenta a ideia de que as proteínas 
traduzidas a partir dos mRNAs não serão funcionais, já que os domínios 
transmembrana, necessários para o funcionamento dos GPCRs (TARASOVA et al., 
1999), não estão presentes nas proteínas truncadas; sua sequência termina 
abruptamente por causa dos códons de parada originados pela mudança da fase de 
leitura nos alelos mutantes (Figura 5). Um comparativo dos resultados para o alelo da 
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linhagem C57BL/6 não modificada geneticamente e do alelo 1 da Fêmea mutante 9 
estão na Figura 5. 
 
Figura 5. Predição dos domínios transmembrana de Olfr692 no DNA não modificado geneticamente 
e no alelo mutante 1 da Fêmea 9. Representação gráfica da probabilidade de as sequências 
codificarem domínios transmembrana, no DNA mutante e no DNA controle, não modificado. “a)” = 
Predição para o DNA não modificado de Olfr692; “b)” = Predição para o alelo mutante 1 da Fêmea 9. 
Nos gráficos, o eixo Y representa a probabilidade do DNA codificar um domínio transmembrana e o 
eixo X representa a posição do nucleotídeo em relação à sequência inserida para análise no programa. 
 
Com o intuito de eliminar possíveis variáveis nos experimentos futuros, 
decidiu-se pela utilização de animais que possuíssem apenas um tipo de alelo mutante 
nulo. Assim, foram realizados cruzamentos entre os animais, com o objetivo de 
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segregar os alelos de interesse e posteriormente constituir linhagens de animais 
homozigotos para um mesmo alelo mutante.  
Para tanto, 4 animais fundadores (F0) ― a saber, Macho 4, Fêmea 4, Fêmea 
6 e Fêmea 9 ― foram cruzados com animais wild-type C57BL/6, gerando prole (F1) 
heterozigota. Estes animais fundadores foram escolhidos porque apresentavam 
mutações que alteravam a fase de leitura bem no início da sequência do gene. Nos casos 
onde os animais fundadores possuíam dois alelos mutantes distintos, a prole na F1 foi 
heterogênea, composta por animais heterozigotos para o alelo mutante 1 e animais 
heterozigotos para o alelo mutante 2. Ao cruzar os animais heterozigotos da F1 que 
possuíam o mesmo alelo, foi possível obter animais homozigotos para um mesmo alelo 
mutante. 
Para identificar e diferenciar entre os diferentes alelos, realizamos a 
genotipagem dos animais através de PCR, utilizando primers específicos, seja para os 
alelos mutantes, seja para o alelo selvagem, de forma que o produto amplificado fosse 
gerado apenas na combinação correta entre primer e alelo. Os primers utilizados 
inicialmente amplificam um produto de aproximadamente 580 pares de base, mas 
posteriormente constatou-se que alguns deles eram incapazes de distinguir entre os 
alelos mutantes presentes no Macho 4 e na Fêmea 6 (Figura 6). 
A primeira etapa para a genotipagem foi a realização de uma checagem da 
especificidade dos primers, necessária considerando que a região alvo da mutação 
tinha pequena variação entre os alelos, em apenas alguns pares de base.  
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Figura 6. Primers utilizados na genotipagem. Os oligos foram desenhados sobre a região do gene 
Olfr692 que foi modificada por CRISPR-Cas9. O primer “Olfr692_WT_rev” tem orientação reversa e é 
comum a todas as reações, a sequência correspondente a ele no DNA não está representada na figura. 
Demais primers possuem orientação forward.  
 
A checagem da especificidade consistiu em duas etapas: 1) na primeira, os 
primers que deveriam amplificar os alelos mutantes foram utilizados em reações de 
PCR contendo como DNA molde o DNA genômico de camundongos C57BL/6J não 
modificados geneticamente; neste caso, se os primers em teste realmente fossem 
específicos para o DNA mutante, não deveriam resultar em amplificação; 2) na 
segunda etapa, os primers desenhados para amplificar o DNA não modificado dos 
camundongos controle C57BL/6J foram utilizados em reações de PCR com DNA 
genômico dos mutantes como molde, caso em que não deveria haver amplificação. 
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Figura 7. Teste da especificidade dos primers. Na parte superior, primers que deveriam amplificar 
apenas alelos mutantes (Mut1, Mut2, Mut3, Mut4) foram utilizados em reações de PCR contendo DNA 
template de animais não modificados (C57) ou água no lugar de DNA (C-) para controle negativo. Na 
parte inferior, o primer específico para o alelo selvagem (WT) foi usado em reações contendo DNA de 
animais mutantes (M4, F4, F6, F9) ou água (C-). Primers Mut2 e Mut4 mostraram-se bastante 
inespecíficos. L = Ladder GeneRulerTM 1kb (Thermo Scientific).  
 
As reações teste para especificidade mostraram que os primers “Mut2” e 
“Mut4” foram inespecíficos e amplificaram o alelo selvagem, e o primer “WT” 
amplificou com baixíssima eficiência o DNA do animal F4 (Figura 7). Este problema 
foi superado pelos seguintes motivos: 1) o primer “Mut2” foi desenhado para um alelo 
que não possuía alteração da fase de leitura, apenas uma mutação pontual, portanto 
pouco interessante a este trabalho; 2) o primer “Mut4” foi desenhado para um alelo 
contendo uma deleção de 71 pares de base em relação ao alelo selvagem, detectável em 
eletroforese e suficiente para diferenciar entre o alelo selvagem e o mutante. Para testar 
esta possibilidade, a reação de PCR de amplificação do DNA genômico da Fêmea 9 foi 
submetida a uma eletroforese em gel de agarose 2%, e as amostras correram no gel pelo 
período necessário até que fosse possível diferenciar entre as bandas dos dois alelos, 
onde ficou clara a diferença de 71 pares de base entre o alelo mutante e selvagem, o que 
permitiu o uso destes primers para a genotipagem dos animais descendentes de F9 
(Figura 8). 
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Figura 8. Diferença de tamanho entre as bandas. 
Eletroforese com reações PCR teste utilizando o 
primer Mut4. “C-“: reação controle negativo com 
água no lugar de DNA template; “Mut4/F9”: PCR a 
partir de DNA genômico da Fêmea 9; “Mut4/C57”: 
PCR a partir do DNA de um animal não modificado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Além da checagem da especificidade dos primers, também foram realizadas 
reações de PCR para verificar se os primers eram capazes de amplificar a partir dos 
alelos para os quais foram desenhados. Sendo assim, cada primer foi utilizado em 
reações contendo DNA genômico de animais cujos alelos deveriam ser amplificados 
pelo primer sob teste. Todos os primers foram capazes de amplificar os produtos para 
os quais foram desenhados (Figura 9). 
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Figura 9. Teste da eficácia dos primers. Na parte superior, reações de PCR dos primers com os 
respectivos DNAs molde que deveriam ser amplificados. Reação do primer Mut3 não funcionou nesta 
ocasião, mas foi realizada com sucesso numa segunda tentativa (resultado não mostrado na figura). 
Na parte inferior, reações controle negativo contendo água ao invés do DNA molde. Reação do primer 
Mut4 revelou uma leve contaminação nos reagentes, porém fraca demais para explicar a banda 
intensa apresentada pela banda de teste. L = Ladder GeneRulerTM 1kb (Thermo Scientific); M4 = 
Macho4; F4, F6 e F9 = Fêmeas 4, 6 e 9; C57 = DNA de animal C57BL/6J não modificado geneticamente. 
Controle negativo = C-. 
 
Quanto aos descendentes do Macho 4 e da Fêmea 6, os primers não eram 
capazes de distinguir entre os dois alelos mutantes gerados no animal fundador, porém 
eram suficientes para distinguir entre alelo selvagem e mutante, por isso prosseguimos 
com os cruzamentos para estes animais.  
A partir de então, a genotipagem dos animais foi possível através de duas 
reações de PCR por indivíduo, realizadas a partir de DNA genômico extraído dos 
animais: uma reação para amplificar DNA correspondente ao alelo selvagem; outra 
reação para o alelo mutante. Caso o animal apresentasse as duas bandas na análise por 
eletroforese, concluir-se-ia que seu genótipo era heterozigoto; se apresentasse apenas 
uma banda, seria considerado homozigoto mutante ou selvagem, dependendo de qual 
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fosse o alelo amplificado (exemplificado na Figura 10, para animais descendentes do 
Macho 4). 
 
 
Figura 10. Exemplo de genotipagem de animais da geração F2. Eletroforese do conjunto de reações 
de PCR realizadas para genotipar animais da geração F2 descendentes do Macho 4. Na seção “a)” da 
figura compreende as reações para detectar o alelo mutante e na seção “b)” estão as reações para o 
alelo selvagem. Os controles estão indicados por “C-“, “C57” e “CH” e as demais reações (1 a 9) 
correspondem aos animais genotipados. L = Ladder GeneRulerTM 1kb (Thermo Scientific); C- = Controle 
negativo, sem DNA molde; C57 = Controle positivo a partir de DNA de animal C57, não modificado; CH 
= Controle positivo realizado a partir de DNA de animal heterozigoto da geração F1; 1 a 9 = Reações 
de genotipagem. 
 
Como no alelo 2 do animal fundador Fêmea 9 tanto a mudança da fase de 
leitura como a introdução de um códon de parada precoce ocorriam numa região bem 
inicial da sequência do gene Olfr692, quando comparado com os demais mutantes, 
consideramos que este era o alelo mais promissor e onde havia maior probabilidade de 
o nocaute ter ocorrido com sucesso. Por esse motivo, os animais descendentes da 
Fêmea 9 que portavam esse alelo foram escolhidos para a maior parte dos 
experimentos descritos abaixo. 
Inicialmente foram mantidas gaiolas de heterozigotos F1 para gerar os 
animais utilizados nos experimentos: camundongos dos três genótipos possíveis 
(homozigoto mutante, heterozigoto, homozigoto selvagem) puderam ser gerados na 
mesma ninhada e comparados nas avaliações fenotípicas, de modo a garantir que 
quaisquer alterações observadas nos animais knockout para Olfr692 pudessem ser 
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atribuídas às diferenças genéticas entre os grupos em estudo. Porém, esta estratégia 
mostrou-se muito laboriosa, pois não era possível deduzir de imediato o genótipo de 
cada animal da ninhada e a quantidade de animais de cada genótipo não era suficiente 
para os ensaios, tornando constante o trabalho de genotipagem. Optou-se por uma 
estratégia alternativa, embora não ideal, utilizando gaiolas com pais homozigotos para 
eliminar a necessidade de genotipagem. Assim, animais da F2 homozigotos 
possuidores do mesmo alelo foram combinados em gaiolas de cruzamento para gerar 
animais knockout para as avaliações fenotípicas. Para comparação, animais da geração 
F2 homozigotos para o alelo selvagem foram cruzados entre si para produzir animais 
controle para os ensaios posteriores.  
 
1.4.2. Avaliação da expressão do gene Olfr692 nos mutantes por RT-
PCR 
O sequenciamento do DNA dos mutantes já havia revelado o nocaute do 
gene Olfr692 pela mudança da fase de leitura no início da sequência do gene e pela 
introdução de códons de parada prematuros, gerando proteínas truncadas. Como uma 
confirmação adicional da mutação existente nos animais, foi realizada uma reação de 
transcritase reversa, seguida de reação de PCR (Reverse Transcription Polymerase 
Chain Reaction, RT-PCR) para analisar se o RNA transcrito também havia sofrido 
modificação e nocaute genético. Isto foi realizado para análise do alelo 1 da Fêmea 9, 
já que os mutantes descendentes desse animal fundador constituíram 
aproximadamente 75% dos animais mutantes utilizados nos ensaios comportamentais. 
Para tanto, foram desenhados primers para amplificar o gene Olfr692 nas 
reações realizadas a partir do cDNA de animais controle C57BL/6 não modificados; os 
mesmos primers não deveriam amplificar bandas a partir do cDNA oriundo de algum 
descendente da Fêmea 9. As análises foram facilitadas pelo fato de que o alelo 1 da 
Fêmea 9 possui uma deleção de 71pb, de forma que o primer forward foi desenhado 
dentro dessa deleção, que não encontra correspondência no alelo mutante. Desta 
forma, a amplificação ocorreria apenas utilizando o DNA intacto de animais C57BL/6 
não modificados. 
O VNO de animais homozigotos para o Alelo 1 F9, bem como o de animais 
controle C57 não modificados, foi dissecado e a partir deles foi extraído o RNA. 
Procedeu-se, então, à síntese de cDNA por transcrição reversa, seguido de reação de 
PCR com os primers desenhados para essa confirmação. A eletroforese destas reações 
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revelou bandas de tamanho esperado para as reações referentes ao DNA não 
modificado e nenhuma amplificação foi observada nas reações referentes ao DNA nos 
mutantes, confirmando que os mutantes estão expressando apenas RNA contendo o 
nocaute para Olfr692 (Figura 11). 
 
 
Figura 11. Eletroforese com reações de 
RT-PCR para confirmação do nocaute. 
Eletroforese com reações de RT-PCR 
realizadas a partir de RNA extraído de 
animais controle C57 e mutantes 
homozigotos F9. O amplicon possui 
157pb. L = Ladder 1kb Plus (Invitrogen); 
C- = controle negativo sem cDNA; C57 1 
e 2 = reações controle positivo com 
cDNA de camundongos não 
modificados; F9 1 e 2 = reações 
realizadas a partir de cDNA de mutantes 
homozigotos descendentes de F9. 
 
 
 
 
 
1.4.3. Ensaios de exposição de machos adultos virgens a filhotes 
Como foi mencionado anteriormente, dados de nosso laboratório 
mostraram que as células Olfr692-positivas presentes no VNO são ativadas em 
camundongos machos virgens quando estes animais são expostos a odores de filhotes. 
Baseado no fato de que os estímulos captados pelo VNO podem desencadear 
comportamentos inatos, foram elaboradas as seguintes hipóteses: 1) Os neurônios 
Olfr692-positivos do VNO estão envolvidos em comportamentos parentais, já que uma 
possibilidade é que estas células induzem eventos de agressão dos animais machos 
adultos sobre os animais jovens (comportamento infanticida). Caso esta hipótese 
estivesse correta, esperava-se que os animais Olfr692-/- demonstrassem redução no 
número de eventos de agressão, em comparação com animais controle de genótipo 
selvagem. 2) Outra possibilidade era a de que as células Olfr692 no VNO estivessem 
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participando da inibição do comportamento de cuidado parental. Se esta hipótese 
estivesse correta, esperava-se que o número, duração e qualidade dos episódios de 
cuidado parental estivessem alterados nos animais mutantes.  
Diante dessas possibilidades, animais adultos machos virgens foram 
expostos a filhotes e seus comportamentos (parentais ou agressivos) dirigidos aos 
animais foram registrados, em busca de diferenças comportamentais entre os grupos 
de animais mutantes e de animais não modificados geneticamente. Para estes ensaios, 
animais adultos machos virgens foram individualizados com 3 dias de antecedência ao 
experimento em mini-isoladores com maravalha, ração e água ad libitum, sob ciclo de 
luz reverso. Os experimentos foram realizados após uma hora do início da fase de 
escuro do ciclo de luz, no mínimo. No momento do experimento, um filhote de 2 ~ 5 
dias de idade era colocado na gaiola do animal adulto, distante do macho e do ninho 
(quando houvesse ninho). Por um período de 15 minutos, os comportamentos do 
animal eram anotados e ao final do tempo o experimento era encerrado e os animais 
eram devolvidos a suas gaiolas originais. Ao se constatar agressividade do adulto 
dirigida ao filhote, o experimento era imediatamente encerrado.  
O comportamento dos animais durante o ensaio foi classificado em 3 
categorias: Parental, quando o macho houvesse realizado cuidados sobe o filhote 
durante dois ou mais minutos consecutivos, ou quando houvesse carregado o filhote 
até o seu ninho (pup retrieval) e realizado cuidados; Indiferente, quando não 
houvessem sido atingidos os requisitos para o cuidado parental nem havido agressão 
do filhote; Agressivo, quando fosse constatada qualquer agressão dirigida ao filhote 
colocado na gaiola. Os resultados dos ensaios de exposição à filhotes estão sumarizados 
na Tabela 1. 
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 Infanticidas Indiferentes Parentais Total 
Olfr692 -/- 16 12 14 42 
Olfr692 +/+ 17 15 14 46 
Total 33 27 28 88 
Tabela.1 - Resultados dos ensaios de exposição à filhotes. Números de animais ensaiados e 
comportamentos dirigidos aos filhotes. 
 
Considerando um nível de significância de 5%, não houve diferença entre os 
comportamentos apresentados pelos animais mutantes e não modificados (χ2 = 
0,1822; graus de liberdade = 2). Dentre as possíveis explicações para isso, está o fato 
de que Olfr692 pode não estar envolvido com estas respostas comportamentais inatas, 
ou então que o nocaute de Olfr629 causou alterações comportamentais sutis demais 
para que fossem detectadas pelos nossos critérios de análise. 
Uma alteração interessante observada ao longo desse estudo foi a de que 
animais pertencentes a uma linhagem específica de mutantes, a dos descendentes do 
animal fundador Fêmea 6, apresentaram proles bastante reduzidas (de apenas 1 ou 2 
filhotes). Para melhor estudar este fenômeno, foram montadas três gaiolas de 
cruzamento para monitoramento temporal dos animais, sendo 30 minutos diários pela 
manhã, durante 30 dias: uma gaiola com um casal de animais F6 homozigotos 
mutantes; uma gaiola com um casal de animais F6 heterozigotos; uma gaiola com um 
casal de animais homozigotos não geneticamente modificados (+/+) para controle. Ao 
final das observações, constatou-se que animais mutantes e heterozigotos, além de 
gerarem ninhadas pouco numerosas, produziam ninhada com um atraso de duas 
semanas quando comparadas com a gaiola de animais não modificados. Não foi 
constatada nenhuma outra alteração no comportamento geral dos animais. Estes 
animais permanecem em nosso biotério e serão investigados no futuro para desvendar 
as bases do fenômeno e comprovar a participação do gene Olfr692. 
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1.4.4. Contagem de células expressando o RNA de Olfr692 no VNO dos 
mutantes 
Genes não funcionais de receptores olfatórios podem ter sua expressão 
substituída pela de um gene funcional em neurônios maduros (SERIZAWA et al., 
2003; SHYKIND et al., 2004). Sendo assim, foi de interesse avaliar se o número de 
células Olfr692-positivas presentes no VNO dos animais mutantes estaria alterado. 
Para tanto, foram selecionados 3 animais da linhagem F9, um de cada genótipo 
(homozigoto mutante ou selvagem e heterozigoto), sendo realizada contagem do 
número de células Olfr692-positivas em cada grupo em cortes histológicos do VNO 
submetidos a hibridação in situ cromogênica com sondas para detectar a presença do 
RNA de Olfr692. Analisamos um total de 166 cortes histológicos (Figura 12), e os 
resultados estão contabilizados na Figura 13. 
 
Figura 12. Hibridização in situ para contagem do número de células Olfr692 positivas em cada um 
dos genótipos. Imagens representativas das hibridizações in situ realizadas para contagem do número 
de células expressando o RNA de Olfr692 presentes em VNOs de animais descendentes da Fêmea 9 
homozigotos para o alelo mutante, heterozigotos e animais controle não modificados geneticamente. 
 
O Teste t de Student revelou que a diferença entre o número médio de 
células Olfr692-positivas do animal homozigoto mutante e do animal controle não 
modificado é significativa, com p<0,01 (valor-t=7,1135; g.l.=106). A mesma 
significância de p<0,01 foi encontrada para a diferença entre a contagem de células do 
animal heterozigoto e a contagem do animal homozigoto mutante (valor-t=4,8396; 
g.l.=103) e uma significância de p<0,05 foi encontrada para a diferença existente entre 
o animal controle e o heterozigoto (valor-t=2,1477; g.l.=111). 
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Figura 13. Contagem do número de células Olfr692 positivas em cada genótipo.  Médias do número 
de células Olfr692 positivas presentes por secção transversal do VNO de animais mutantes 
homozigotos, heterozigotos e controle não modificados. No topo das barras está a medida do erro 
padrão da média. Diferença da contagem do animal mutante para os demais genótipos é significativa 
com p<0,01 (**), e a diferença entre o controle e o heterozigoto é significativa com p<0,05 (*). 
 
1.5. Discussão dos Resultados 
1.5.1. Cruzamentos e Genotipagem 
A obtenção de animais mutantes iniciou com o cruzamento dos animais 
fundadores com camundongos C57BL/6, pois a ideia inicial era permitir a separação 
dos dois alelos mutantes presentes no animal fundador. A prole (F1) desses animais 
era heterozigota e o cruzamento dos animais F1 portadores do mesmo alelo mutante 
permitiu que animais de todos os genótipos fossem gerados (homozigoto para o alelo 
mutante, heterozigoto, homozigoto para o alelo selvagem não modificado). Esta 
primeira abordagem possibilitaria que tanto os animais controle quanto os animais 
mutantes necessários para os experimentos tivessem a origem numa mesma prole, 
sujeitos às mesmas condições ambientais durante o desenvolvimento; assim, 
quaisquer alterações dos mutantes observadas nos experimentos poderiam ser 
atribuídas às diferenças genotípicas entre os animais, não a quaisquer possíveis 
diferenças existentes entre as gaiolas em que os animais foram criados. 
 Porém, a desvantagem dessa estratégia era a necessidade constante de 
genotipar os animais, decidindo-se então pela criação de gaiolas de cruzamento com 
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casais de animais homozigotos. Foram criadas gaiolas de cruzamento com casais 
homozigotos tanto para os animais mutantes quanto para os animais controle não 
modificados. Como mencionado anteriormente, esta abordagem não é ideal pois não 
controla inúmeras variáveis que podem afetar os comportamentos individuais de 
animais, mas foi necessário recorrer a ela para que o trabalho pudesse ser realizado em 
tempo hábil.  
A escolha por genotipar os animais através de PCR com primers específicos 
para os alelos mostrou-se ser uma decisão acertada, pois o sequenciamento do DNA de 
cada um dos filhotes representaria custo e trabalho excessivos, apesar de ser uma 
alternativa à realização do PCR e ter capacidade melhor de diferenciação entre os alelos 
mutantes. A genotipagem por restrição enzimática do DNA não seria viável, pois a 
região onde se localiza a mutação é muito pequena e não há sítios de restrição nela 
localizados, de forma que o padrão de restrição apresentado pelos animais mutantes e 
não modificados seria o mesmo, e esta abordagem também não permitiria a 
diferenciação entre os alelos, salvo apenas o alelo 1 da Fêmea 9, que por possui uma 
deleção de ~70pb talvez pudesse ser diferenciado dos demais. Por fim, a realização de 
qPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction) também exigiria o uso de primers 
específicos para os alelos e, apesar de ser um método possível para a genotipagem, 
representaria um maior custo em termos de reagentes. 
 
1.5.2. Confirmação dos mutantes por RT-PCR 
Para validar o nocaute realizado no gene Olfr692, deveríamos de alguma 
forma realizar um experimento que comprovasse que as modificações intendidas no 
gene estivessem de fato presentes nos animais mutantes. O sequenciamento do DNA 
dos mutantes fundadores, bem como a predição dos domínios transmembrana 
conservados nas proteínas mutantes e a genotipagem utilizando primers específicos 
para os alelos mutantes já forneciam esse tipo de comprovação. Confirmamos também 
a presença da mutação no RNA de Olfr692 através de RT-PCR, cujos primers eram 
específicos para o alelo não modificado já que um deles foi desenhado dentro de uma 
região que foi deletada no mutante. Outra forma possível para a validação do nocaute 
seria através do uso de anticorpos específicos para a proteína de Olfr692, porém estes 
não estavam disponíveis durante a realização do projeto e o desenvolvimento e 
produção deste anticorpo fugia ao escopo do trabalho. 
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1.5.3. Ensaio de comportamento de machos adultos virgens expostos a 
filhotes 
Dados prévios de nosso laboratório já haviam identificado que odores de 
filhotes eram capazes de ativar as células Olfr692-positivas presentes no VNO 
(NAKAHARA et al., 2016), e por isto a apresentação de filhotes a machos adultos 
virgens foi adotada como estratégia para a busca por alterações comportamentais nos 
camundongos mutantes. 
Dentre as interações comportamentais possíveis entre um macho adulto 
virgem e um filhote estranho, destaca-se a ocorrência do infanticídio ― agressividade 
direcionada à prole jovem de outros camundongos, ocasionando a morte dos filhotes 
agredidos, comportamento que beneficia o agressor, proporcionando a ele maior 
sucesso reprodutivo (VOM SAAL & HOWARD, 1982). A agressividade não ocorre em 
todos os casos e parte dos animais exibe comportamento parental aos filhotes de outros 
camundongos. Alguns fatores, como a linhagem dos animais, posição na hierarquia 
social e condições experimentais, influenciam a incidência da agressividade e, dentre 
esses fatores, o contexto reprodutivo dos animais tem grande capacidade de modular 
este comportamento, de forma que animais que tenham copulado recentemente 
exibem agressividade reduzida, possivelmente uma forma de impedir que os animais 
ataquem seus próprios filhotes (TACHIKAWA et al., 2013; HUCK et al., 1982). 
O uso de animais virgens era necessário tanto por ter sido nesses animais 
em que se observou a ativação das células Olfr692-positivas no VNO, quanto para 
uniformizar o contexto reprodutivo entre os indivíduos. Com o isolamento dos animais 
com 3 dias de antecedência do experimento, esperávamos também reduzir a influência 
do status social no experimento, dando tempo para que todos os animais dominassem 
o espaço da própria gaiola. 
Nossos ensaios comportamentais não encontraram diferenças entre os 
grupos mutante e controle. Dentre as explicações possíveis para isso, está a de que o 
gene Olfr692 pode simplesmente não estar envolvido com os comportamentos que 
machos adultos virgens direcionam aos filhotes. Outra possibilidade é a de que o 
nocaute de Olfr692 produziu alterações que não puderam ser detectadas em nossos 
ensaios de exposição a filhotes, seja porque tais alterações são sutis demais para nosso 
paradigma de avaliação ou porque estão relacionadas com outros comportamentos que 
não foram avaliados neste projeto. 
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No ensaio comportamental, as interações entre adultos e filhotes foram 
classificadas como “agressividade”, “cuidado parental” e “indiferença”, porém é sabido 
que um único comportamento pode ser decomposto em diversas etapas, ou módulos, 
e que cada uma dessas etapas de um mesmo comportamento pode apresentar variação 
(ESPEJO, 1997). Tal nível de detalhe não foi contemplado em nossos experimentos, 
mas uma investigação mais elaborada pode ser feita realizando filmagens dos 
experimentos e analisando os eventos com o auxílio de um etograma, contabilizando 
parâmetros como latência entre a execução de cada fase dos comportamentos, duração 
de cada uma das etapas, etc. Este tipo de análise minuciosa poderá eventualmente 
revelar alterações em aspectos específicos do comportamento dos mutantes Olfr692 -
/-, não detectadas por nossos experimentos. 
Para testar a possibilidade de a mutação afetar outros comportamentos dos 
animais mutantes, pode-se realizar uma bateria de ensaios para analisar aprendizado 
e memória, hábitos alimentares, nocicepção, acuidade olfativa, coordenação motora, 
sensibilidade à dor, etc. Ensaios específicos para cada uma destas habilidade podem 
ser encontrados em CRAWLEY, 1999. 
  
1.5.4. Contagem de células expressando o RNA de Olfr692 no VNO dos 
mutantes 
Para a avaliação da quantidade de neurônios expressando Olfr692 no VNO 
dos mutantes, uma de nossas hipóteses era a de que este número se encontraria 
reduzido nos mutantes, dada a existência do fenômeno onde genes não funcionais de 
receptores olfativos não são escolhidos para expressão em neurônios adultos, 
permitindo que outros receptores sejam expressos em seu lugar (SERIZAWA, 2003; 
SHYKIND et al., 2004). Embora a amostragem de um único animal por genótipo seja 
insuficiente para caracterizar a expressão de todos os animais daquele genótipo, nossos 
dados sugerem que o número de neurônios Olfr692-positivos encontra-se reduzido nos 
mutantes, pois o número dessas células é menor no VNO do animal mutante 
homozigoto do que no animal controle não modificado, sendo que o animal 
heterozigoto apresentou um número intermediário de neurônios Olfr692 positivos, e 
por isso é possível que as células expressando o alelo não funcional de Olfr692 tenham 
optado por expressar outro gene de receptor, ou outro alelo no caso dos heterozigotos, 
suprimindo a expressão do alelo mutante escolhido originalmente. Será necessário, no 
entanto, confirmar esta hipótese através de análise de mais animais de cada genótipo. 
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1.6. Conclusões 
Nossos ensaios de exposição a filhotes revelaram que não há diferenças 
entre os comportamentos apresentados pelos machos virgens mutantes (Olfr692 -/-) 
e controle, de forma que o gene Olfr692 pode não estar envolvido com os 
comportamentos de cuidado parental e infanticídio; alternativamente, o nocaute de 
Olfr692 pode ter provocado alterações comportamentais sutis que não foram 
detectadas por nossa abordagem simplista, sendo necessária uma avaliação mais 
minuciosa dos comportamentos para checar esta possibilidade. 
A análise do número de células expressando Olfr692 no VNO de 
camundongos mutantes e controle revelou um menor número de células Olfr692 
positivas no animal mutante do que no animal controle, sendo que o animal 
heterozigoto apresentou um número intermediário de neurônios Olfr692 positivos. 
Este resultado sugere que parte das células que originalmente escolheram expressar o 
alelo mutante de Olfr692 posteriormente substituíram a expressão deste receptor por 
outro, ou escolheram expressar o alelo funcional no caso dos heterozigotos, 
corroborando a mutação nula no alelo Olfr692 produzida por CRISPR/Cas9. 
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2. Capítulo II: Estudo de lincRNAs 
diferencialmente expressos no tecido olfativo 
2.1. Introdução 
2.1.1. RNAs não-codificadores 
RNAs não codificadores (non-coding RNA, ncRNA) são transcritos não 
traduzidos em proteínas, cuja importância e influência nos processos biológicos 
permanecem em grande parte desconhecidas até hoje. Salvo para poucos casos, como 
o RNA ribossomal (rRNA), os RNAs transportadores (tRNA), pequenos RNAs 
nucleares (snRNA) e pequenos RNAs nucleolares (snoRNA), durante muito tempo 
considerou-se que o papel do RNA limitava-se a ser um portador intermediário da 
informação contida no DNA para que esta pudesse ser traduzida na forma de proteínas, 
moléculas que não apenas desempenhariam as funções catalíticas e estruturais 
necessárias à célula, mas também seriam responsáveis por toda a regulação do sistema. 
Essa concepção, elaborada a partir do estudo de microrganismos simples, pode ser 
considerada, grosso modo, válida para organismos procariotos, já que estes possuem o 
genoma em grande parte dominado por sequências de genes codificadores (MATTICK, 
2004); presumiu-se, no entanto, que o mesmo fosse verdadeiro para organismos 
eucariotos (MATTICK & MAKUNIN; 2006). 
Nos anos 90, estimava-se que seriam necessários entre 40000 a 100000 
genes codificadores de proteínas no genoma humano para produzir a complexidade 
existente na espécie humana, porém estudos mais recentes revelaram que o número 
destes genes deve estar mais próximo de 19000 (EZKURDIA et al., 2014). O número 
torna-se ainda mais surpreendente se considerarmos as estimativas de uma 
quantidade muito similar de genes codificadores (~20000 genes) presentes no genoma 
de Caenorhabditis elegans (HILLIER et al., 2005). Informações desse tipo sobre o 
número de genes que codificam proteínas nos genomas de diversos organismos 
lançaram luz sobre a possibilidade de que os genes codificadores, e as proteínas por 
eles codificadas, não sejam os únicos elementos envolvidos com a geração da 
diversidade e variedade das formas de vida. Por exemplo, um dos mecanismos capazes 
de contribuir para esta variabilidade é o splicing alternativo dos transcritos, capaz de 
aumentar a diversidade de proteínas produzidas por organismos eucariotos 
(GRAVELEY, 2001). 
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O fato de que uma parcela tão pequena do genoma humano, apenas 2%, 
contenha genes que codificam proteínas gerou a ideia de que o genoma seria composto 
em grande parte por DNA “lixo” (junk DNA), não desempenhando nenhuma função 
relevante no organismo. Estudos posteriores realizados em conjunto com o ENCODE 
(Encyclopedia of DNA Elements) revelaram que aproximadamente 76% do genoma é 
transcrito (ENCODE, 2007), pelo menos em algum momento do desenvolvimento, 
sendo que 80% do genoma é bioquimicamente ativo, seja porque determinadas regiões 
do DNA servem de sítio de ligação para elementos que participam de processos 
regulatórios, ou porque tais regiões estão sendo transcritas (ENCODE, 2012). 
Tais descobertas direcionaram o interesse para a investigação dos diferentes 
transcritos de RNA gerados em regiões consideradas, até então, como DNA “lixo”, 
resultando na descoberta de variadas classes de RNA cuja função não depende da 
transcrição de uma proteína e que participam de diversos processos biológicos. 
 
2.1.2. RNAs longos não codificadores (lncRNA) 
Uma das classes de ncRNA é a dos denominados RNAs longos não 
codificadores (long non-coding RNA; lncRNA), arbitrariamente definidos por 
possuírem ~200pb ou mais e por não possuírem fases de leitura abertas longas (open 
reading frame; ORF) em sua sequência. Quanto maior o tamanho da sequência, maior 
a probabilidade de que contenha uma ORF, simplesmente devido ao acaso, de forma 
que muitos lncRNA podem conter ORFs de ao menos 100 aminoácidos. A classificação 
dos transcritos não codificadores torna-se ainda mais difícil levando em consideração 
que alguns deles podem ser traduzidos em peptídeos não funcionais, ou mesmo 
apresentar uma funcionalidade dupla, tanto como codificadores quanto como não 
codificadores (DINGER et al., 2008). 
Ainda assim, o número de lncRNAs cujas funções já foram descritas vem 
aumentando rapidamente; muitos estudos reportam o envolvimento de lncRNAs com 
a regulação da transcrição gênica, regulação do processamento de mRNA, modulação 
do controle pós-transcricional, regulação da atividade proteica, organização de 
complexos proteicos e sinalização celular (GEISLER et al., 2013). 
Os variados modos de atuação pelos quais os lncRNAs executam cada uma 
dessas atividades podem ser classificados em 4 tipos: os lncRNAs que atuam como 
sinais, os que atuam como iscas, os guias e os arcabouços (WANG & HOWARD, 2011). 
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A seguir, cada um destes modos de atuação será descrito em detalhes (esquema 
ilustrado na Figura 14). 
Sabe-se que lncRNAs possuem alto grau de tecido-especificidade, quando 
comparados com genes codificadores de proteínas, o que é indicativo dos processos 
regulatórios específicos dos quais participam. Se lncRNAs fossem mero subproduto ou 
ruído da transcrição, esperar-se-ia encontrar pouca variação em seus níveis de 
expressão nos diferentes órgãos e tecidos (WARD et al., 2015). 
 
 
Figura 14. Esquema dos quatro arquétipos de modos de atuação dos lncRNAs. Representação gráfica 
dos tipos de mecanismos pelos quais atuam os lncRNAs. I: Como sinais, a expressão de lncRNAs pode 
refletir a ação combinada de fatores de transcrição (desenhos ovalados coloridos) para sinalizar a 
regulação gênica no espaço e no tempo. II: Agindo como iscas, lncRNAs podem sequestrar fatores de 
transcrição para longe da cromatina, ou para longe de seu alvo. III: Atuando como guias, lncRNAs 
podem recrutar enzimas modificadoras de cromatina para seus genes alvo, tanto em cis como em 
trans. IV: Como arcabouços, lncRNAs podem agrupar múltiplas proteínas para formar complexos, ou 
estabilizar outras estruturas nucleares ou complexos de sinalização (Adaptada de Wang & Howard, 
2011). 
 
 
O controle da especificidade de expressão dos lncRNAs permite que 
sinalizem o estado da cromatina ou elementos regulatórios aos quais estão associados, 
permitindo também que repostas regulatórias se realizem rapidamente, sem a 
necessidade da tradução de proteínas. Em mamíferos, a inativação do cromossomo X 
é um processo que equaliza os níveis de expressão gênica pelo silenciamento de um 
cromossomo X em fêmeas. Durante o desenvolvimento da fêmea, o lncRNA Xist (X-
inactive specific transcript) é expresso no cromossomo X inativo e cobre o 
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cromossomo a partir do qual foi transcrito, levando à repressão da expressão gênica 
em todo o cromossomo. 
Outro modo de atuação dos lncRNAs é como RNA isca, ou seja, é capaz de 
se ligar a uma proteína, modificador de cromatina ou fator de transcrição, impedindo 
que estes se liguem aos seus alvos. Assim, os lncRNAs que atuam desta forma realizam 
o sequestro das moléculas às quais se ligam. Um exemplo deste tipo de atividade é o de 
um lncRNA que é capaz de formar uma ligação estável com o promotor da diidrofolato 
redutase humana (DHFR), impedindo a formação do complexo de pré-iniciação no 
promotor, além de interagir diretamente com o fator de transcrição geral IIB (TFBII). 
Os lncRNAs que atuam como guias se ligam a proteínas e depois dirigem 
todo o complexo ribonucleoproteico para alvos específicos, participando da regulação 
de regiões próximas do DNA em cis ou mesmo de regiões distantes em trans. Um 
exemplo deste mecanismo de ação também ocorre durante o processo de silenciamento 
do cromossomo X em mamíferos, pois uma das primeiras etapas deste processo é o 
recrutamento do complexo repressivo polycomb 2 (PRC2) pelo lncRNA RepA. Este 
recrutamento é necessário para induzir o estado de heterocromatina em Xist, 
necessário para sua transcrição. 
Por fim, no arquétipo que atua como um arcabouço, os lncRNAs servem 
como plataformas nas quais se ligam outros componentes moleculares. Neste caso, os 
lncRNAs possuem diferentes domínios, cada um capaz de se ligar a diferentes 
moléculas efetoras, aproximando estes componentes tanto no espaço como no tempo. 
Um exemplo deste mecanismo é a atuação do RNA TERC, que serve como arcabouço 
para a organização do complexo da enzima telomerase, unindo a subunidade proteica 
catalítica com a subunidade ao TERC e a outras proteínas acessórias importantes. 
Além da classificação funcional apresentada acima, os lncRNAs também 
podem ser agrupados de acordo com seu contexto genômico, como está esquematizado 
na Figura 15. Sob essa perspectiva, os lncRNAs são diferenciados de acordo com o 
posicionamento da sua sequência no genoma em relação à sequência de outros genes 
anotados, de acordo como elaborado por MA, BAJIC e ZHANG (2013). 
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Figura 15. Classificação dos lncRNAs de acordo 
com seu contexto genômico.  Representação 
gráfica das diferentes posições que a sequência 
de um lncRNA pode assumir no genoma em 
relação aos demais genes anotados. Em “A” 
estão representados os lncRNAs intergênicos, 
em “B” os lncRNAs intrônicos, em “C” os 
lncRNAs Sense e em “D” os lncRNAs Antisense. 
Figura tirada de Ma et al., 2013. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como os lncRNAs podem estar localizados em diferentes regiões do 
genoma, aqueles que forem transcritos a partir de regiões localizadas entre genes 
codificadores serão denominados de intergênicos (long intergenic non-coding RNA, 
lincRNA; Fig. 15A). Os lincRNAs provavelmente representam a maior classe de 
lncRNAs no genoma humano (KUMAR et al., 2013) e sabe-se que sua transcrição é 
ativada de maneira similar aos mRNAs, são mais conservados do que íntrons, sua 
expressão é mais tecido-específica do que genes codificantes de proteínas (GUTTMAN 
et al., 2010). De modo similar, os lncRNAs cuja sequência está localizada no interior 
de íntrons são denominados intrônicos (Fig. 15B), porém poucos lncRNAs dessa 
subclasse foram estudados até o momento. Outra subclasse pouco estudada é a dos 
lncRNAs senso, transcritos a partir da fita senso de genes codificadores de proteínas, 
de forma que sua sequência se sobrepõe com a do gene, ou até mesmo incluir por 
completo a sequência do gene codificador (Fig. 15C). Por fim, há a subclasse dos 
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lncRNAs antissenso (Fig. 15D), transcritos a partir da fita antissenso do gene 
codificador de proteína e cuja sequência pode se sobrepor em parte ou cobrir 
completamente a sequência do gene na fita senso. lncRNAs antissenso já foram 
encontrados atuando em praticamente todos os níveis da regulação gênica (VILLEGAS 
& ZAPHIROPOULOS, 2015). 
2.1.3. Participação de lncRNAs no desenvolvimento e diferenciação 
celular 
 A capacidade dos lncRNAs de atuar como guias, arcabouços e iscas dota 
estes transcritos de um grande potencial regulatório para a expressão gênica. Além 
disso, como o processo de transcrição dos lncRNAs é, com frequência, precisamente 
regulado, a expressão de lncRNAs é capaz de refletir um determinado estágio do 
desenvolvimento ou das condições ambientais no entorno da célula. 
Um caso de atuação dos lncRNAs no processo de desenvolvimento está em 
sua participação direta na regulação de genes HOX, que compreendem uma família 
evolutivamente conservada de fatores de transcrição importantes para a definição do 
eixo ântero-posterior e que participam de diversos processos de diferenciação. O 
lncRNA HOTTIP, produzido pela transcrição antissenso 5’ do locus HOXA, foi 
identificado em fibroblastos humanos e é exemplo deste tipo de regulação. Constatou-
se que a repressão da expressão de HOTTIP ocasionou na indução de diversos genes 
da região downstream do locus 5’-HOXA, e que o nocaute deste lncRNA em embriões 
de galinha alterou a morfologia dos membros (WANG et al., 2011). 
Outro caso é o do lncRNA NEAT1, um transcrito abundante e necessário 
para a formação de uma subclasse de corpos nucleares conhecidos como paraspekles. 
Foi constatado que NEAT1 é necessário para o desenvolvimento da glândula mamária 
em camundongos e que fêmeas nocaute para NEAT1 tiveram a lactação em grande 
parte comprometida, com redução do número de alvéolos e da produção de leite nas 
glândulas, além de outros problemas no desenvolvimento do tecido (STANDAERT et 
al, 2014).  
Em outra descoberta interessante, NG e colaboradores (2012) 
caracterizaram lncRNAs envolvidos com a manutenção da pluripotência em células-
tronco embrionárias humanas, de forma que o silenciamento destes lncRNAs através 
da transfecção de pequenos RNAs de interferência (siRNA) ocasionou no aumento de 
marcadores característicos de tecidos diferenciados. Ainda no mesmo estudo, foram 
identificados lncRNAs necessários para o processo de neurogênese, de forma que o 
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silenciamento destes transcritos por siRNAs impediu que as células se diferenciassem 
em neurônios (NG et al., 2012). 
Com frequência cada vez maior, novas descobertas vêm atribuindo aos 
lncRNAs papéis importantes em diversos processos biológicos, de forma que estes 
transcritos são fortes candidatos a contribuir para a elucidação de fenômenos ainda 
não compreendidos nos processos de regulação de expressão gênica. 
 
2.1.4. Características da expressão de receptores olfatórios 
A expressão de receptores olfatórios OR no epitélio olfatório principal se dá 
de maneira monogênica e monoalélica, ou seja, cada neurônio olfatório expressa 
apenas um único gene de receptor olfatório, e apenas um dos alelos. Sabe-se também 
que neurônios expressando um determinado OR tem sua localização restrita a certas 
zonas específicas do epitélio olfatório, além do fato de que os axônios de neurônios que 
compartilham a expressão de um mesmo receptor olfatório convergem e se dirigem a 
pontos específicos do bulbo olfatório, para alguns poucos dentre os aproximadamente 
2000 glomérulos olfatório presentes no bulbo. Este esquema de organização faz com 
que a informação sensorial oriunda de diferentes OR encontre-se espacialmente 
segregada, na forma de um mapa sensorial nos glomérulos do bulbo olfatório 
(MALNIC et al, 1999). Também já foi observado que neurônios olfatórios podem 
escolher substituir o gene escolhido para expressão por outro quando o gene escolhido 
inicialmente se trata de um pseudogene ou de um gene não funcional (SHYKIND et al., 
2004). 
Apesar de existirem trabalhos que desvendaram parcialmente os 
mecanismos pelos quais estes fenômenos se realizam (MAGKLARA et al., 2011; 
CLOWNEY et al, 2011; MARKENSCOFF-PAPADIMITRIOU et al., 2014), a biologia 
molecular destes processos ainda não foi completamente elucidada, o que levanta a 
questão sobre o possível envolvimento de lncRNAs com estes fenômenos, dado que o 
estudo de lncRNAs mostrou a participação destes transcritos na regulação da 
expressão gênica e desenvolvimento.  
Neste capítulo do meu trabalho de dissertação de Mestrado, descrevo os 
experimentos que realizamos para a investigação da função de um grupo de lincRNAs 
diferencialmente expressos no tecido olfatório, através da caracterização de seus 
padrões espaciais de expressão nos órgãos olfatórios, com o intuito de identificar 
lincRNAs potencialmente envolvidos com papéis biológicos importantes ao tecido 
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olfatório. O aluno de nosso laboratório Antônio Pedro Camargo, em seu projeto de 
Mestrado, realizou a identificação bioinformática de lincRNAs com alta expressão nos 
tecidos olfatórios de camundongos, de forma preferencial ou específica. 
Resumidamente, a partir de bibliotecas de RNA-Seq do banco SRA 
(Sequence Read Archive), mantido pelo National Center for Biotechnology 
Information (NCBI), realizou-se a reconstrução do transcritoma de Mus musculus. Em 
seguida foi utilizada uma abordagem de aprendizado de máquina (machine learning) 
para criar um modelo de classificação capaz de distinguir entre transcritos 
codificadores de proteínas e não codificadores de proteínas; por fim, realizou-se uma 
filtragem dos ncRNAs mais comumente identificados para que restassem apenas os 
lncRNAs intergênicos. 
 
2.2. Objetivo 
O objetivo desta parte do trabalho foi iniciar a investigação funcional de 
lincRNAs previamente identificados em nosso laboratório, os quais são 
diferencialmente expressos no tecido olfatório. Buscamos avaliar se estes transcritos 
estão envolvidos em fenômenos importantes localizados no epitélio olfatório, cujos 
mecanismos de regulação da expressão gênica ainda não foram completamente 
elucidados, com destaque para os processos de escolha e manutenção da expressão dos 
genes de receptor olfatório. 
Este objetivo foi perseguido através da caracterização do padrão de 
expressão dos transcritos de lincRNAs no tecido olfatório, através de hibridações in 
situ com sondas específicas para detectar os transcritos selecionados. 
 
2.3. Estratégia experimental 
2.3.1. Seleção dos genes de lincRNAs a serem estudados 
lincRNAs altamente expressos no tecido olfatório, mas não nos demais 
tecidos, já haviam sido identificados por nosso laboratório através de métodos 
bioinformáticos no trabalho de mestrado do Antônio Pedro Camargo, de modo que 
dispúnhamos de informações sobre posição do transcrito no genoma, níveis de 
expressão em transcritos por milhão (TPM) em diferentes órgãos, número de éxons e 
proximidade a genes de receptores olfatórios. 
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Devido ao grande número de transcritos identificados, foi necessário 
selecionar aqueles cujas características eram mais promissoras, de modo a sugerir 
algum papel importante desempenhado pelo transcrito ou o envolvimento com a 
regulação de genes de receptores olfatórios.  
 
2.3.2. Amplificação e Sequenciamento dos genes 
Após a seleção dos lincRNAs, amplificamos os transcritos por PCR seguido 
de sequenciamento, para verificar se as sequências reais apresentadas pelas amostras 
amplificadas dos transcritos possuíam alguma diferença em relação às montagens 
realizadas previamente pelo nosso laboratório. 
 
2.3.3. Hibridação in situ 
Por fim, realizou-se um protocolo de hibridização in situ para identificar o 
padrão espacial de expressão dos transcritos em amostras de tecido do Epitélio 
Olfatório Principal e do Órgão Vomeronasal, possibilitando a visualização da 
localização da expressão de cada um dos transcritos nestes tecidos. Nosso objetivo era 
constatar a expressão dos lincRNAs no tecido olfativo e observar a localização da 
expressão dentro do tecido olfativo, dando pistas de quais tipos celulares estariam 
expressando os transcritos. Esquemas sobre a organização dos tipos celulares no órgão 
vomeronasal e no epitélio olfatório principal encontram-se na Figura 16. 
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Figura 16. Distribuição espacial dos tipos celulares presentes no VNO e no MOE. Representação 
esquemática da localização dos diferentes tipos celulares presentes no tecido olfativo. O esquema “A)” 
corresponde ao órgão vomeronasal e o esquema “B)” ao epitélio olfatório principal. Em “B)” a 
nomenclatura corresponde a: células de sustentação (“SUS”, em azul), neurônios sensoriais olfativos 
maduros (“OSNm”, em roxo), neurônios sensoriais imaturos (“OSNi”, em amarelo), células 
progenitoras (“Prog”, em vermelho), membrana basal (“MB”, em cinza) e lâmina própria (“LP”, sem 
representação). “A)” adaptado de Chang e Parrilla, 2016; “B)” adaptado de Kam et al., 2016. 
 
2.4. Resultados 
2.4.1. Seleção dos lincRNAs para estudo 
Iniciando esta etapa do projeto a partir da informação de quais lincRNA são 
diferencialmente expressos especificamente no MOE, no VNO, ou no tecido olfatório 
como um todo, realizamos uma nova seleção em busca dos transcritos que 
consideramos mais promissores e passíveis de participar em algum processo 
importante do tecido olfativo. Para esta seleção, adotamos os seguintes critérios: os 
transcritos deveriam possuir altos valores de TPM em relação aos demais transcritos 
identificados, pois consideramos que transcritos altamente expressos possuiriam 
maiores chances de desempenhar uma função importante no tecido; os transcritos não 
deveriam estar localizados em região imediatamente adjacente à extremidade 3’ ou 5’ 
de outro gene anotado, pois neste caso o transcrito poderia ser apenas subproduto da 
transcrição do gene ou mesmo ser um fragmento do transcrito codificante adjacente; 
preferivelmente, os transcritos deveriam possuir mais de um éxon, pois assim suas 
sequências seriam diferentes do DNA genômico, evitando a possibilidade de obter 
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falsos positivos gerados pela contaminação da amostra por DNA genômico; os 
transcritos identificado deveriam possuir boa cobertura de reads presentes nas 
bibliotecas de RNA-Seq, justificando a sua identificação. 
Para a escolha dos genes, o primeiro passo foi ordenar todos os transcritos 
pelo seu nível de expressão em TPM, separando em três grupos: transcritos expressos 
exclusivamente no VNO, transcritos expressos exclusivamente no MOE e transcritos 
altamente expressos tanto no VNO quanto no MOE. Em seguida, o software 
Integrative Genomics Viewer 2.3 (IGV; ROBINSON et al., 2011) foi utilizado para 
auxiliar na avaliação dois demais critérios, já que o programa permite visualizar o 
contexto genômico das montagens dos transcritos em relação aos demais genes 
anotados e também em relação aos reads oriundos dos bancos de RNA-Seq (Figura 17). 
Com esta estratégia, chegou-se à escolha de 5 transcritos para utilizar nesta 
etapa do trabalho, dois deles altamente expressos no VNO, dois expressos no MOE e 
um bastante expresso em ambos os órgãos olfatórios. As características dos lincRNAs 
escolhidos estão sumarizadas na Tabela 2.  
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Figura 17. Análise dos transcritos no software IGV. Imagem da tela do programa durante a análise de 
um transcrito específico do MOE. No alto pode-se se observar que o cromossomo 17 (“chr17”) do 
genoma de camundongo (“Mouse (mm10)”) está selecionado e que está sendo visualizada a região 
que vai da posição 87.036.531 até 87.056.009 (“chr17:87,036,531-87,056,009”). Abaixo, há uma 
representação gráfica do cromossomo 17 e uma régua para referência das distâncias, em número de 
bases. Logo abaixo, em azul, são exibidos os transcritos que foram identificados para esta região 
especificamente (“stringtie_merge.gtf”). Abaixo, há uma representação gráfica da densidade dos reads 
que cobrem esta região (“OM_specific.bam Coverage”) e, inferior a este gráfico, há a exibição de todos 
os reads individualmente (“OM_specific.bam”). Por fim, no espaço mais inferior, localiza-se a área de 
exibição dos genes anotados (“Refseq genes”), caso eles existam na região que está sendo observada, 
mas no exemplo da imagem não nenhum a ser exibido. 
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Nome Local de expressão TPM no VNO TPM no MOE Nº de éxons Tamanho 
VNO1 VNO 19,70 0,76 4 1068pb 
VNO2 VNO 219,03 0,00 2 575pb 
MOE1 MOE 0,53 17,54 2 677pb 
MOE2 MOE 0,16 4,12 6 835pb 
Both1 VNO e MOE 32,58 94,40 2 1293pb 
Tabela 2. Características dos transcritos selecionados. Principais características dos transcritos 
selecionados para estudo. Estão indicados o nome dado para cada transcrito, o principal local de sua 
expressão de acordo com os dados extraídos dos bancos de RNA-Seq, seus valores de expressão em 
TPM para o órgão vomeronasal (VNO) e epitélio olfatório principal (MOE), nº de éxons e tamanho do 
transcrito. 
 
2.4.2. Amplificação dos lincRNAs 
Para cada gene de lincRNAs selecionado foi desenhado um par de primers, 
para amplificação por PCR. Os primers foram desenhados nos éxons das extremidades 
dos transcritos, de acordo com as montagens para cada transcrito. O desenho dos 
primers ocorreu de acordo com parâmetros já descritos na literatura para garantir a 
especificidade e eficiência da reação de PCR. Em alguns casos, foi necessário respeitar 
apenas parcialmente um dos parâmetros, visto que era prioritário que os primers 
estivessem localizados no primeiro e no último éxon, e nem sempre a sequência destes 
éxons permitia que todos os critérios fossem atendidos simultaneamente. Os 
parâmetros seguidos foram: tamanho do primer deveria estar entre 20 e 30 
nucleotídeos; conteúdo GC próximo de 50%; nucleotídeo 3’ terminal deveria ser G ou 
C; temperatura de melting deveria estar entre 55% e 62% (DIEFFENBACH et al., 
1993). Estes parâmetros foram calculados para nossos primers utilizando o software 
OligoAnalyzer 3.1 (IDT). A síntese dos primers foi realizada pela empresa Exxtend, e 
as sequências dos primers utilizadas durante o trabalho estão disponibilizadas na 
seção de Métodos. 
Para a amplificação dos genes, como estamos interessados em transcritos 
de lincRNA, não seria adequado utilizar DNA genômico como DNA molde, pois isso 
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resultaria na amplificação de regiões intrônicas que não estão presentes no RNA, ou 
mesmo na amplificação de éxons que não estão presentes do transcrito devido ao 
splicing. Sendo assim, foi realizada a síntese de cDNA a partir da transcrição reversa 
de amostras de RNA extraídas do órgão vomeronasal (VNO), do epitélio olfatório 
principal (MOE), fígado e cérebro. Estas amostras de RNA haviam sido coletadas 
anteriormente de camundongos Mus musculus C57BL/6J e faziam parte dos estoques 
mantidos pelo nosso laboratório em biofreezer a -80ºC. 
As amostras de cDNA obtidas (de VNO, MOE, fígado e cérebro) foram 
submetidas a uma reação de PCR utilizando os primers para a amplificação de um 
trecho de 87 pares de base do gene housekeeping GAPDH, constantemente expresso 
nas células, para checar a integridade das amostras de cDNA. A Figura 18 mostra essa 
checagem. 
 
Fig.18 Verificação da integridade das 
amostras de cDNA. Eletroforese com 
as reações de PCR realizadas com 
primers para GAPDH. Da esquerda para 
a direita: Ladder 1kb Plus (Invitrogen) 
(L), reação controle negativo sem DNA 
(C-) e reações com cDNA de VNO, MOE, 
Cérebro e Fígado. 
 
 
  
 
O cDNA foi então utilizado como DNA molde para as reações em cadeia da 
polimerase (PCR) realizadas para amplificar a sequência dos transcritos de lincRNA. 
Utilizando os primers específicos nas reações dos lincRNAs correspondentes, foram 
feitas reações de PCR com todos os cinco lincRNAs selecionados, realizando para cada 
um deles reações a partir do cDNA de VNO, MOE, Fígado e Cérebro. Desta forma, além 
da amplificação do transcrito necessária para o sequenciamento e para a síntese de 
sondas para hibridização in situ, numa etapa posterior, também poderíamos checar 
qualitativamente a presença desses lincRNAs nestes órgãos e assim comparar com os 
níveis de expressão esperados para cada um deles nestes tecidos. Os resultados das 
eletroforeses realizadas com estas reações de PCR estão resumidos na Figura 19. 
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Fig.19 Amplificação dos lincRNAs a partir de amostras de cDNA. Imagem dos géis das eletroforeses 
realizadas para as reações de PCR realizadas a partir de cDNA oriundo de VNO, MOE, Cérebro e Fígado. 
Os níveis de expressão em TPM esperados para os transcritos em cada um dos tecidos encontra-se 
sobre as figuras, logo acima da indicação referente aos tecidos. As imagens “a)”, “b)”, “c)”, “d)” e “e)” 
correspondem, respectivamente, aos lincRNAs VNO1, VNO2, MOE1, MOE2 e Both1. 
 
Observa-se que as reações para o gene VNO1 apresentaram bandas 
condizentes com o amplicon esperado de 1108pb, sendo que a banda correspondente 
ao cDNA de VNO é muito mais intensa do que as bandas de MOE e Cérebro, já que a 
expressão é relativamente baixa nestes dois últimos tecidos. O gene VNO2 apresentou 
bandas de acordo com o tamanho esperado de 600pb, porém houve amplificação não 
esperada a partir do cDNA MOE, onde considerava-se que não haveria expressão deste 
transcrito. O gene MOE1 também apresentou banda de acordo com o tamanho 
esperado de 787pb, presente na reação feita a partir do cDNA do MOE, como também 
era esperado. O gene MOE2 apresentou bandas de aproximadamente 500pb, ao invés 
dos 892pb esperados, e houve amplificação na reação para este gene realizada a partir 
de cDNA de VNO, apesar de não esperarmos expressão deste gene no VNO. As bandas 
observadas na eletroforese são menores do que o tamanho total esperado para o 
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transcrito, que é de 2090pb, porém isso se deve ao fato de que o primer forward foi 
desenhado 640pb após o sítio inicial do transcrito; além disso, as bandas estão 
coerentes com os níveis de expressão esperados para cada um dos tecidos.  
Para uma melhor checagem do DNA resultante da amplificação dos genes, 
realizamos o sequenciamento dessas amostras 
 
2.4.3. Sequenciamento dos lincRNAs 
Após a amplificação, os produtos de PCR foram ligados em plasmídeo 
pGEM®-T Easy (Promega), o que posteriormente possibilitou o sequenciamento das 
amostras e a transcrição das sondas utilizadas na hibridação in situ. As amostras 
resultantes da ligação do inserto em pGEM®-T Easy foram então transformadas em 
bactérias Escherichia coli dh5α quimiocompetentes e, após extração de DNA 
plasmidial por lise alcalina das bactérias transformantes, amostras dos plasmídeos 
contendo os insertos dos genes de lincRNA foram enviadas para sequenciamento pela 
empresa Macrogen Inc. (Coreia do Sul). Para cada gene sequenciado, foram enviadas 
amostras de plasmídeos oriundos de 5 colônias diferentes de bactérias transformantes. 
A sequência resultante de todos os clones foi alinhada e comparada com a 
sequência esperada para seus genes correspondentes utilizando a ferramenta T-Coffee 
(acessível em http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:mcoffee). Um resumo dos 
resultados dessa análise, bem como quais clones foram escolhidos para a síntese de 
sondas, pode ser encontrado na Figura 20. O alinhamento de todos os resultados do 
sequenciamento pode ser encontrado na seção de Métodos. No geral, os clones 
referentes aos genes VNO2, MOE1 e Both1 apresentaram apenas poucos pares de base 
(3 ou menos) que diferem em relação à sequência esperada, enquanto os clones para 
VNO1 e MOE2 revelaram diferenças nos éxons que compõem o transcrito. 
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Figura 20. Perfil dos transcritos sequenciados em relação às sequencias esperadas para cada gene. 
Representação gráfica do perfil dos éxons em cada um dos clones sequenciados (cinza e verde) em 
comparação com as sequências esperadas. Em verde, os clones que foram escolhidos para uso na 
síntese de sondas para hibridização in situ. 
 
2.4.4. Análise do perfil espacial de expressão dos transcritos escolhidos 
no VNO e no MOE 
O plasmídeo pGEM®-T Easy possui em sua sequência os promotores para 
as RNA polimerases T7 e Sp6, enzimas utilizadas no processo de transcrição das sondas 
utilizadas na hibridação in situ, sendo que as sequências desses promotores 
flanqueiam lados opostos do sítio de inserção no plasmídeo. Antes de realizar a reação 
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de transcrição, foi necessário clivar o plasmídeo em algum ponto próximo ao final da 
sequência do inserto, na extremidade oposta do promotor da enzima escolhida para a 
transcrição. Dessa forma, evita-se que a enzima transcreva um trecho significativo da 
sequência do plasmídeo, além da sequência do inserto. 
Foi realizada a reação de transcrição in vitro para a síntese de sondas, 
escolhendo como molde o DNA dos clones cuja sequência era a mais próxima da 
sequência esperada. Também foram coletados Epitélios Olfatórios Principais (MOE) e 
órgãos Vomeronasais (VNO) de animais com 7 semanas de idade, que foram fixados e 
emblocados em meio O.C.T. Tissue-Tek® e em seguida foram seccionados em 
criostato para a montagem de lâminas com os cortes do tecido. Por fim, foi realizado o 
extenso protocolo de hibridação in situ para detectar a presença dos lincRNAs nas 
amostras de tecido presentes nas lâminas. Ao todo foram geradas aproximadamente 
950 imagens de cortes diferentes ao longo dos experimentos de hibridação, de forma 
que apenas imagens representativas são mostradas na Figura 21 a 26. 
Para todos os genes, independentemente da informação prévia sobre sua 
tecido-especificidade, foram realizadas hibridações in situ em ambos os tecidos do 
VNO e MOE. Além disso foram feitos controles utilizando sondas para os genes Olfr692 
(no VNO) e Olfr124 (no MOE) para checar a eficácia do protocolo utilizado. Tanto 
Olfr692 quanto Olfr124 são genes de receptores olfativos já utilizados em nosso 
laboratório, cuja expressão no epitélio ocorre de forma pontuada. 
O gene VNO1 apresentou um padrão de expressão no órgão vomeronasal 
localizado na região ocupada pelo epitélio olfatório e também na região do epitélio não-
sensorial, além disso sua expressão não foi encontrado no MOE (Fig. 21). O gene MOE1 
encontrou-se expresso em toda a região ocupada pelo epitélio olfatório no MOE e não 
apresentou marcação no VNO (Fig. 23). O gene Both1 teve um padrão de expressão no 
órgão vomeronasal localizado na região do epitélio olfatório, excetuando-se a região 
mais superior onde se localizam as células de sustentação, e também na região do 
epitélio não-sensorial, e no MOE houve marcação em toda a região do epitélio 
excetuando-se um trecho mais apical do tecido (Fig. 25). Os demais genes VNO2 e 
MOE2 não desenvolveram marcação em nenhum dos órgãos (Figs. 22 e 24) e os genes 
Olfr692 e Olfr124, utilizados como controle positivo, apresentaram o padrão de 
expressão pontuado esperado para os genes de receptor olfatório (Fig. 26). 
Como não houve marcação para os genes VNO2 e MOE2, consideramos a 
possibilidade destes genes serem na verdade expressos a partir da fita de DNA 
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complementar, de modo que sondas para estes genes foram sintetizadas na orientação 
oposta. Como temos pouca informação sobre os lincRNAs que estão sendo estudados, 
não descartamos a possibilidade de que alguns destes genes fossem expressos nas duas 
fitas de DNA, e por isso para todos os cinco genes de lincRNAs selecionados foram 
sintetizadas sondas na orientação contrária e com elas foi realizada uma nova 
hibridação in situ. 
Os genes VNO1, MOE1 e MOE2 não mostraram marcação pela sonda na 
orientação oposta (Figs. 21, 23 e 24). O gene VNO2 exibiu um padrão de expressão 
localizado exclusivamente na região do epitélio olfatório do órgão vomeronasal, não 
sendo encontrado na região mais apical onde se localizam as células de sustentação e 
na região compreendida pelo epitélio não-olfatório, de forma que a fita de DNA que 
inicialmente consideramos ser a fita molde em realidade é a fita codificante do gene 
(Fig. 22). O gene Both1 também apresentou no órgão vomeronasal marcação mais 
intensa localizada na região do epitélio olfatório e também apresentou marcação, 
levemente mais fraca, na região compreendida pelas células de sustentação e no 
epitélio não-sensorial, enquanto no MOE apresentou marcação localizada na região do 
epitélio olfatório, porém não encontra-se expresso numa estreita faixa apical do 
epitélio. O gene Both1 foi o único gene cujo locus foi transcrito nos dois sentidos (Fig. 
25). 
Imagens representativas para o experimento de hibridação utilizando 
sondas no sentido contrário podem ser encontradas na Figura 21 a 26. Os controles 
positivos estão na Figura 26. 
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Figura 21. Padrão espacial expressão de VNO1 no tecido olfatório. Imagens do experimento de 
hibridação in situ para detecção do RNA de VNO1. À esquerda, imagens do experimento com a sonda 
sintetizada tendo em vista a orientação esperada do gene, à direita hibridação utilizando a sonda 
transcrita no sentido contrário. 
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Figura 22. Padrão espacial expressão de VNO2 no tecido olfatório. Imagens do experimento de 
hibridação in situ para detecção do RNA de VNO2. À esquerda, imagens do experimento com a sonda 
sintetizada tendo em vista a orientação esperada do gene, à direita hibridação utilizando a sonda 
transcrita no sentido contrário. “ep” = epitélio olfatório principal. 
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Figura 23. Padrão espacial expressão de MOE1 no tecido olfatório. Imagens do experimento de 
hibridação in situ para detecção do RNA de MOE1. Imagens “a)”, “b)” e “c)” correspondem ao 
experimento utilizando a sonda sintetizada tendo em vista a orientação esperada do gene e a imagem 
“d)” se refere à hibridação utilizando a sonda transcrita no sentido contrário. Imagem “b)” corresponde 
a um aumento de 400x do epitélio do MOE. “ep” = região do epitélio sensorial do órgão vomeronasal. 
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Figura 24. Padrão espacial expressão de MOE2 no tecido olfatório. Imagens do experimento de 
hibridação in situ para detecção do RNA de MOE2. À esquerda, imagens do experimento com a sonda 
sintetizada tendo em vista a orientação esperada do gene, à direita hibridação utilizando a sonda 
transcrita no sentido contrário. 
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Figura 25. Padrão espacial 
expressão de Both1 no 
tecido olfatório. Imagens do 
experimento de hibridação in 
situ para detecção do RNA de 
Both1. Na parte superior, 
imagens do experimento com 
a sonda sintetizada tendo em 
vista a orientação esperada 
do gene, e abaixo estão as 
imagens da hibridação 
utilizando a sonda transcrita 
no sentido contrário. Imagens 
em maior aumento 
correspondem a um aumento 
de 400x do epitélio do MOE. 
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Figura 26. Controles positivos dos experimentos de hibridação. Imagens representativas da 
hibridação realizada com sondas para controle positivo dos experimentos. Para o VNO foram utilizadas 
sondas para o receptor olfativo Olfr692 e a imagem de VNO superior corresponde ao controle realizado 
em conjunto com a hibridação com as sondas na orientação esperada para os demais genes, e abaixo 
a hibridação realizada em conjunto com o experimento com a sonda na orientação contrária. Para o 
MOE foram utilizadas sondas para o receptor Olfr124, como controle positivo, e a imagem da esquerda 
corresponde ao controle realizado em conjunto com a hibridação com as sondas na orientação 
esperada e a imagem da direita é o controle realizado em conjunto com o experimento com a sonda 
na orientação contrária. Imagens de MOE foram recortadas para destacar a expressão pontuada dos 
receptores. 
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2.5. Discussão 
2.5.1. Seleção de lincRNAs para estudo 
O principal critério de seleção dos lincRNAs diferencialmente expressos no 
tecido olfatório foi o nível de expressão medido em TPM, mas também foi considerada 
a presença de mais de um éxon, a cobertura de reads para a montagem bioinformática 
e foram evitados transcritos localizados imediatamente adjacentes à região 3’ ou 5’ de 
um outro gene anotado. Por terem sido selecionados lincRNAs de expressão 
relativamente alta, é bem possível que eles tenham um papel biológico importante ao 
tecido olfatório. 
Devido à grande quantidade de atividades realizadas, desde amplificação do 
gene por PCR até a hibridação in situ, necessárias para a observação do padrão espacial 
de expressão dos transcritos no tecido olfatório, foram selecionados apenas 5 
transcritos ao todo pois consideramos que o número representava um trabalho 
adequado ao tempo restante do mestrado. 
 
2.5.2. Amplificação de lincRNAs 
Os lincRNAs foram amplificados a partir de amostras de cDNA sintetizadas 
do RNA extraído dos órgãos olfatórios VNO e MOE, utilizando-se para isso de primers 
específicos para cada um dos genes. Estes primers foram desenhados para que 
estivessem localizados nos éxons das extremidades dos transcritos, pois dessa forma 
independentemente de como fosse o arranjo real dos éxons no transcrito, a sonda 
utilizada na hibridização in situ possuiria a correspondência em sua sequência. 
A banda do gene MOE2 possuíam tamanhos diferentes do tamanho 
esperado para este lincRNA, mas como foi mostrado pelo sequenciamento isto se deve 
a diferença entre o arranjo de éxons esperado e observado para este transcrito. Houve 
também detecção de bandas mais fracas para os genes VNO2 e MOE2 nas suas 
contrapartes do tecido olfatório onde a expressão não era esperada, o que pode 
significar que estes genes talvez sejam expressos nesses tecidos, mas em níveis muito 
baixos. 
 
2.5.3. Sequenciamento de lincRNAs 
O sequenciamento dos transcritos de lincRNAs selecionados para este 
estudo revelou para a maioria deles (VNO2, MOE1 e Both1) apenas diferenças de no 
máximo 3 pares de bases entre a sequência esperada e observada, sendo que tais 
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diferenças, por não serem conservadas entre os clones sequenciadas, possivelmente 
são resultado da imprecisão do método de sequenciamento ou então mutações 
introduzidas no processo de amplificação das sequências por PCR. Para os demais 
transcritos (VNO1 e MOE2) foram observadas diferenças mais significativas, e os 
clones sequenciados variaram tanto no número de éxons que compunham o transcrito 
quanto na sequência de alguns éxons. Isto sugere a existência de variantes de splicing 
que não haviam sido contabilizadas nas montagens anteriores realizadas por nosso 
laboratório. 
 
2.5.4. Hibridações in situ 
Apesar de haver um certo número de lncRNAs para os quais já foram 
atribuídas funções e mecanismos moleculares, os modos de atuação permanecem 
desconhecidos para a maioria dos transcritos desta categoria. Para investigar a função 
destes lncRNAs, a grande variedade de mecanismos pelos quais podem operar faz 
necessária a adoção de estratégias combinadas que permitam descobrir as interações 
e alvos destes transcritos. 
A análise do perfil de expressão dos lincRNAs no tecido contribui com a 
informação sobre quais os tipos celulares são importantes para a função do transcrito, 
por isso esta abordagem foi escolhida como ponto de partida para a investigação 
funcional dos lincRNAs especificamente expressos no tecido olfatório.  
O gene VNO1 mostrou-se expresso em toda a região do epitélio olfatório e 
epitélio não-sensorial do órgão vomeronasal, de forma que é possível que seu papel 
não esteja diretamente ligado com a função sensorial e sim com processos necessários 
para toda a região epitelial. Já o gene VNO2 apresentou marcação localizada 
exclusivamente na região do epitélio olfatório sensorial, não sendo encontrado na 
região onde se localizam as células sustentação ou no epitélio não-sensorial, de forma 
que é possível que o papel desempenhado por este gene esteja diretamente relacionado 
com a olfação. Como a região marcada pelo gene VNO2 compreende tanto neurônios 
basais quanto apicais, em todos estágios de maturação, a função desempenhada pelo 
gene deve ser comum a todas essas células e, dentre os fenômenos de nosso interesse, 
é possível que esteja relacionada com a manutenção da escolha do receptor olfatório 
ou mesmo com a repressão dos demais genes de receptor não escolhidos para 
expressão. 
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O gene MOE1 encontra-se expresso por todo o epitélio no MOE, de forma 
que sua função deva ser relevante tanto para os neurônios maduros quanto imaturos 
presentes no epitélio, o que o torna candidato a um possível envolvimento com os 
processos de manutenção da escolha do gene de receptor olfatório ou mesmo a 
repressão dos demais genes de receptor. Para o gene Both1, quando realizamos a 
marcação com sondas desenhadas tendo em vista a posição do gene na fita codificante 
de DNA, no VNO houve marcação generalizada em todo o epitélio olfatório e também 
no epitélio não-olfatório, de forma que seu papel no VNO pode estar em um processo 
comum à todas as células do epitélio e não apenas às células sensoriais olfatórias, e o 
gene também parece estar presente de maneira generalizada no epitélio olfatório do 
MOE, onde possivelmente desempenha função comum ao epitélio ou relevante à todos 
os neurônios, de maneira similar à citada para os outros genes. A hibridação para Both1 
utilizando a sonda com sentido contrário revelou no VNO marcação comum ao epitélio 
olfatório e ao epitélio não sensorial, e no MOE houve marcação em todo o epitélio, 
porém é possível notar a ausência de marcação na primeira camada de células onde se 
localizam as células de sustentação. É interessante o fato do locus de Both1 ser 
transcrito em ambos os sentidos e é possível que isso tenha relação como seu modo de 
operação, já que existem RNAs antissenso que atuam na regulação gênica ligando-se 
às suas contrapartes de RNAm, de forma que é possível que em nosso estudo estejamos 
lidando em um sentido com o RNAm de um gene não anotado e no sentido contrário 
com o lincRNA antissenso que atuaria na regulação deste gene. Para todos os genes, 
uma próxima etapa necessária à investigação é a realização de hibridações in situ 
utilizando combinações de sondas para os genes juntamente com sondas que detectem 
marcadores moleculares específicos de cada um dos tipos celulares presentes no VNO 
e no MOE, possibilitando a descoberta precisa de quais células de fato estão 
expressando determinado gene. 
Dando sequência à investigação, faz-se necessário identificar quais 
proteínas, DNAs ou RNAs estão interagindo com estes lincRNAs, através de ensaios de 
imunoprecipitação e detecção de híbridos de lincRNA com seu ligante. Sabe-se que 
diversos mecanismos de atuação dos lincRNAs dependem de sua ligação com outras 
proteínas ou ácidos nucleicos, por isso a descoberta de um ligante para o transcrito de 
lincRNA constitui uma etapa importante da investigação funcional. Além disso, 
também é possível que a importância biológica de um lincRNA esteja no próprio ato 
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de sua transcrição, já que o processo de transcrição em si gera mudanças na estrutura 
da cromatina, sendo o lncRNA neste caso apenas um subproduto do processo. 
Também é necessário realizar o nocaute dos genes de lincRNA e analisar as 
alterações fenotípicas geradas nos mutantes pela ausência da função do transcrito, 
obtendo assim uma melhor compreensão sobre sua importância in vivo, além de 
possibilitar o acompanhamento do desenvolvimento do mutante. Caso o silenciamento 
do transcrito seja feito através de RNAi, executa-se um silenciamento pós-
transcricional que preserva quaisquer elementos regulatórios que estejam presentes 
na sequência de DNA correspondente ao lincRNA, ou mesmo micro RNAs (miRNA) 
que estejam contidos na sequência. O silenciamento também pode ser feito através da 
manipulação do DNA no locus do lincRNA, mas nesse caso deve-se atentar para a 
possibilidade da alteração indesejada de outros elementos regulatórios presentes na 
região ou até mesmo a introdução de novos elementos regulatórios, como promotores 
de genes de resistência por exemplo (BASSET et al., 2014). 
A execução combinada destas análises in vitro e in vivo é promissora e capaz 
de revelar novas peças que compõem o quebra-cabeça do mecanismo molecular de 
atuação destes lincRNAs expressos especificamente no tecido olfatório. 
 
2.6. Conclusões 
A eletroforese com as amostras resultantes da amplificação dos lincRNAs 
por PCR utilizando primers específicos, localizados nos éxons das extremidades de 
cada transcrito, revelou a expressão de VNO2 no epitélio olfativo principal e de MOE2 
no órgão vomeronasal, locais onde a expressão não era esperada, o que pode significar 
que estes genes sejam expressos nesses tecidos, talvez em níveis muito baixos. O 
sequenciamento dos genes de lincRNA também revelou que os transcritos VNO1 e 
MOE2 possuem um arranjo de éxons diferente do esperado, o que sugere a existência 
de variantes de splicing não consideradas nas montagens anteriores realizadas por 
nosso laboratório. 
Nossos resultados de hibridização in situ revelaram que, com exceção de 
MOE2 cuja expressão não foi detectada, a expressão dos lincRNAs selecionados se 
restringe à região do epitélio olfatório, tanto no VNO quanto no MOE, de forma que os 
transcritos devem estar sendo expressos nos neurônios sensoriais olfatórios e/ou nas 
células de suporte localizadas no epitélio. É necessário prosseguir com a realização de 
72 
 
experimentos que permitam encontrar quais moléculas interagem com os lincRNAs, 
além de realizar o silenciamento destes genes para o estudo das alterações fenotípicas 
provocadas pela perda de função do transcrito. 
 
3. Materiais e Métodos 
3.1. Acondicionamento dos animais 
Camundongos Mus musculus C57BL/6J e mutantes para o gene Olfr692 
foram mantidos em gaiolas mini-isoladoras agrupados em no máximo 5 animais por 
gaiola, com alimentação ad libitum e fonte de água constantemente disponível. As 
gaiolas estavam alocadas em raque com circulação de ar e exaustor e a sala onde 
estavam os animais possuía ar condicionado para manter uma temperatura constante 
de 23ºC. Foram mantidos ciclos de claro e escuro com 12 horas de duração. 
 
3.2. Extração de DNA genômico 
Realizou-se biópsia de 5 mm da extremidade da cauda do animal, 
adicionando o material a uma solução contendo PK buffer (0.5% SDS, 0.1 M NaCl, 0.05 
M Tris pH 8.0, 3 mM EDTA) e proteinase K (10mg/mL). Após incubação de 4 ~ 6 horas 
à 55 ºC, foram adicionados 75μL de acetato de potássio (8M) e 500 μL clorofórmio. Os 
tubos foram agitados vigorosamente e centrifugados a 20800rcf durante 10 minutos, 
a 4 ºC. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo no qual foi adicionado 1mL 
de etanol 100%, mantendo-se os tubos no gelo durante 30 minutos para precipitação. 
Os tubos foram então centrifugados a 20800rcf durante 10 minutos, a 4ºC, 
descartando-se o sobrenadante. Adicionou-se aos tubos 1ml de etanol 70% e 
novamente os tubos foram centrifugados a 20800rcf durante 5 minutos, descartando-
se o sobrenadante após o processo. Os tubos foram então centrifugados em 
Eppendorf™ Vacufuge™ Concentrator 5301 para evaporação do etanol, e por fim o 
DNA foi ressuspendido em 50uL de água livre de nucleases. 
 
3.3. Desenho de Primers 
O desenho dos primers ocorreu de acordo com parâmetros já descritos na 
literatura para garantir a especificidade e eficiência da reação de PCR. Em alguns casos 
foi necessário respeitar apenas parcialmente um dos parâmetros, visto que era 
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prioritário que os primers estivessem localizados no primeiro e no último éxon, e nem 
sempre a sequência destes éxons permitia que todos os critérios fossem atendidos 
simultaneamente. Os parâmetros seguidos são: tamanho do primer deve estar entre 
20 e 30 nucleotídeos; conteúdo GC próximo de 50%; nucleotídeo 3’ terminal deve ser 
G ou C; temperatura de melting 55% ~ 62% (Dieffenbach et al., 1993). Estes 
parâmetros foram calculados para nossos primers utilizando o software OligoAnalyser 
3.1 (IDT). A síntese dos primers foi realizada pela empresa Exxtend. 
 
3.4. Amplificação por Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR) 
Para a reação, foram adicionados a um tubo de 0,2mL: 5μL do tampão da 
enzima GoTaq® (5x concentrado), 1,5μL de MgCl2 (25mM), 0,5μL de dNTP Mix 
(10mM), 1μL do primer de orientação forward (5μM), 1μL do primer de orientação 
reverse (5μM), 0,25μL da enzima GoTaq® polimerase (totalizando 1,25U), 2μL de 
amostra do cDNA sintetizado ou volume suficiente para 100ng de DNA molde, H2O 
ultrapura suficiente para um volume de 25μL. As reações foram colocadas em 
termociclador, onde primeiramente foram mantidas a 94ºC durante 5 minutos, 
seguidos de 35 ciclos das etapas de: 1 minuto a 94ºC, 1 minuto à temperatura de 
melting e depois mantidas a 72ºC durante o tempo necessário para elongamento do 
amplicon em questão; e ao final dos 35 ciclos foram mantidas por mais 7 minutos a 
72ºC, e depois armazenadas em freezer a -20ºC. 
 
3.5. Eletroforese em gel de agarose 
Às amostras a serem analisadas foram adicionados volume igual à sexta 
parte do volume final de Loading Dye (6x concentrado; Fermentas) e as amostras 
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% com brometo, que ao final da 
corrida foi analisado em fotodocumentador. 
 
3.6. Dissecção do órgão vomeronasal para extração 
de RNA 
Foram coletados órgãos Vomeronasais (VNO) de animais com 7 semanas de 
idade, mutantes para Olfr692 e não modificados geneticamente. As ferramentas 
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utilizadas na dissecção foram previamente tratadas com solução de peróxido de 
hidrogênio (3% concentrada) durante 20 minutos, para inativação de RNases. 
Os VNOs coletados foram congelados em nitrogênio líquido e armazenados 
em biofreezer a -80ºC até o momento da extração de RNA. 
 
3.7. Extração de RNA a partir de VNOs dissecados 
VNOs previamente dissecados de animais mutantes para Olfr692 e de 
animais não modificados geneticamente foram dispostos em tubos separados de 1,5mL 
foram macerados brevemente ainda enquanto congelados, com auxílio de pistilos de 
plástico, sendo macerados novamente logo em seguida, desta vez imersos em 100μL 
de TRIzol™ (Invitrogen). Em seguida foram adicionados 900μL de TRIzol™ e as 
amostras foram incubadas durante 5 min. Adicionou-se aos tubos 200μL de 
clorofórmio e os tubos foram incubados por mais 3 min. As amostras foram então 
centrifugadas a 12000g durante 15 min, a 4ºC. A fase aquosa resultante foi transferida 
a um novo tubo e 500μL de isopropanol foram adicionados nos tubos, que foram 
incubados por 10 min, e em seguida centrifugados a 12000g durante 10 minutos, a 4ºC. 
O sobrenadante foi descartado e adicionou-se aos tubos 1mL de etanol 75%, 
que em seguida foram centrifugados a 7500g durante 5 minutos, a 4ºC. O 
sobrenadante foi descartado e os tubos permaneceram secando na bancada até que se 
constatasse a evaporação do etanol residual, o que levou em torno de 15 minutos. Por 
fim, o RNA foi ressuspendido em água livre de nucleases. 
 
3.8. Síntese de cDNA 
A síntese foi realizada utilizando o ImProm-II™ Reverse Transcription 
System (Promega), seguindo as recomendações do fabricante. Para cada amostra de 
RNA, adicionou-se a um tubo de 0,2mL: 1ug de RNA contidos em 2μL, 500ng de 
Oligo(dT) contidos em 1μL e 3μL de H2O. Os tubos foram mantidos a 70ºC durante 5 
minutos e depois transferidos para o gelo por mais 5 minutos, para realizar a 
desnaturação e o anelamento dos primers com o RNA molde. Na sequência, são 
adicionados ao tubo: 4uL do tampão de reação 5x concentrado, 1,5μL de MgCl2 
(25mM), 1μL de dNTP Mix (0,5 mM), 0,5μL do inibidor de ribonucleases RNasin® 
(totalizando 20 unidades), 1μL da transcriptase reversa ImProm-II™ e 7μL de H2O 
livre de nucleases. Em seguida, as amostras foram inseridas em termociclador e 
mantidas a 25ºC por 5 minutos e em seguida mantidas a 42ºC durante duas horas. Ao 
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final desse período, amostras foram mantidas por adicionais 15 minutos a 70ºC para 
desnaturar a transcriptase reversa, e depois armazenadas em freezer a -20ºC. 
 
3.9. Ensaios de exposição de machos adultos virgens 
à filhotes 
Animais macho virgens foram separados com 3 dias de antecedência em 
isoladores com maravalha, ração e água ad libitum, um animal por isolador. No 
momento do experimento, um filhote de 2 ~ 5 dias de idade era colocado na gaiola do 
animal adulto, distante do macho e do ninho (quando houvesse ninho). Por um período 
de 15 minutos os comportamentos do animal eram anotados e ao final do tempo o 
experimento era encerrado. Ao se constatar agressividade do adulto dirigida ao filhote, 
o experimento era prontamente encerrado.  
O comportamento dos animais durante o experimento foi classificado em 3 
categorias: parental, quando o macho houvesse realizado cuidados sobe o filhote 
durante dois ou mais minutos consecutivos, ou quando houvesse carregado o filhote 
até o seu ninho (pup retrieval) e realizado cuidados; Indiferente, quando não 
houvessem sido atingidos os requisitos para o cuidado parental nem havido agressão 
do filhote; Agressivo, quando fosse constatada qualquer agressão dirigida ao filhote 
colocado na gaiola. 
3.10. Dissecção do MOE e VNO, emblocamento e 
montagem de lâminas para hibridização in situ. 
Foram coletados Epitélios Olfatórios Principais (MOE) e órgãos 
Vomeronasais (VNO) de animais com 7 semanas de idade. As ferramentas utilizadas 
na dissecção foram previamente tratadas com solução de peróxido de hidrogênio (3% 
concentrada) durante 20 minutos, para inativação de RNases. 
Os VNOs coletados foram imersos em solução fixadora de paraformaldeído 
(4% paraformaldeído, 1x PBS), a 4ºC overnight. Em seguida, os VNOs foram 
transferidos para uma solução desmineralizante (0,45M EDTA, 1x PBS) por um 
período de 4 horas, ao fim das quais foram transferidos para solução crioprotetora de 
sacarose (30%) por mais duas horas. Ao final do período, os VNOs foram emblocados 
em meio O.C.T. Tissue-Tek®, pelo resfriamento rápido em nitrogênio líquido. Os 
blocos foram seccionados coronalmente em criostato Leica CM1850, originando cortes 
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de 12μM de espessura que foram aplicados em lâminas e armazenados a -80ºC até 
serem utilizados. 
Os MOEs coletados também foram imersos em solução fixadora de 
paraformaldeído (4% paraformaldeído, 1x PBS), a 4ºC durante 48 horas. Em seguida, 
os MOEs foram transferidos para uma solução desmineralizante (0,45M EDTA,1x PBS) 
por um período de 10 dias horas. Na sequência, foram transferidos para solução 
crioprotetora de sacarose (30%) por mais 24 horas. Ao final, os MOEs foram 
emblocados em meio O.C.T. Tissue-Tek®, pelo resfriamento em nitrogênio líquido. Os 
blocos foram seccionados coronalmente em criostato Leica CM1850, originando cortes 
de 16μm de espessura que foram aplicados em lâminas e armazenados a -80ºC até 
serem utilizados. 
 
3.11. Transcrição in vitro das sondas utilizadas em 
hibridização in situ 
Para a reação de transcrição in vitro adicionou-se, em um tubo de 0,2mL, 
4μL do tampão de transcrição (5x concentrado; Fermentas), 2μL de DIG Mix (10x 
concentrado, Roche), 0,5μL de Ribolock (10U/μL, ThermoScientific), 2μL da RNA 
polimerase DNA-dependente (Sp6 ou T7, 20U/μL, ThermoScientific), DNA suficiente 
para 2μg e H2O ultrapura livre de nucleases suficiente para 20μL. 
Os tubos foram colocados à temperatura de 37ºC durante 2 horas, após as 
quais foi adicionado 1μL de RNA polimerase em cada tubo e as reações prosseguiram 
por mais uma hora a 37ºC.  Na sequência, as amostras passaram por um tratamento 
com DNAse, onde foram adicionados nos tubos 44μL de H2O tratada com DEPC, 16μL 
do tampão de transcrição (5x concentrado, ThermoScientific) e 20μL da enzima 
DNAseI (1U/μL, Promega) e as reações foram mantidas a 37ºC durante 30 minutos. 
As reações foram purificadas com o RNeasy® MinElute™ Cleanup Kit 
(QIAGEN), seguindo as recomendações do fabricante. As amostras foram 
armazenadas a -80ºC em biofreezer. 
 
3.12. Hibridização in situ cromogênica 
1º Dia: A primeira etapa consiste em secar as lâminas, onde estão aderidos 
os cortes do tecido olfativo, com o auxílio de um secador (utilizamos Home Line 
1600W; Mega) durante 10 minutos, até que as lâminas estejam completamente secas. 
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Em seguida, foram adicionados 1,5mL sobre cada lâmina de uma solução fixadora (4% 
paraformaldeído, 1xPBS), deixada sobre as lâminas por 20 minutos e depois 
descartada. Na sequência foram realizadas duas lavagens por imersão em tampão 
fosfato-salino (PBS) de 5 minutos cada. As lâminas foram então transferidas durante 
10 minutos para um suporte contendo 250mL de Trietanolamina-HCl 0,1M pH 8,0, ao 
qual foram adicionados sob agitação 625μL de anidrido acético e depois novamente 
outros 625μL de anidrido acético adicionados gota a gota sobre as lâminas. 
Foram realizadas 3 lavagens por imersão em PBS, de 5 minutos cada. Em 
seguida as lâminas foram transferidas para um suporte para que fossem adicionados 
400μL de solução de pré-hibridação (50%Formamida, 10% Sulfato de Dextran NaCl 
600mM, 0.25%SDS, 10mM Tris-HCl pH8,0, 1X Solução de Denhardt, 1mM EDTA pH 
8,0), que foi aplicada quente (55ºC) sobre as lâminas. As lâminas permaneceram com 
a solução de pré-hibridação por 1 hora. 
Foi preparada uma solução de hibridação (50%Formamida, 10% Sulfato de 
Dextran NaCl 600mM, RNA-transportador de levedura 200μg/ml, 0.25%SDS, 10mM 
Tris-HCl pH8,0, 1X Solução de Denhardt, 1mM EDTA pH 8,0, 1,5μg/mL de sonda para 
hibridação), que foi deixada a 85ºC por 10 minutos para desnaturar a sonda. 
Após a pré-hibridação a solução foi descartada das lâminas e foi adicionada 
a solução de hibridação, 190μL por lâmina, cobrindo as lâminas com lamínula. As 
lâminas foram incubadas durante 16 horas em câmara úmida contendo solução salina 
de citrato de sódio (SSC) 5x concentrada. As lâminas não estavam em contato direto 
com esta solução salina, ela foi acrescentada apenas para manter a umidade da câmara 
durante a incubação. 
2ºDia: As lamínulas que cobriam a solução de hibridação foram deslocadas 
sob imersão em solução de SSC (5x) a 55ºC, e depois as lâminas foram submetidas a 
uma lavagem sob imersão em SSC (2x) a 55ºC, por 30 minutos. Em seguida, lavagem 
em SSC (0,2x) a 55ºC durante 20 minutos, e depois lavar em SSC (0,1x) também a 55ºC 
por 20 minutos. Na sequência, as lâminas devem ser transferidas para SSC (0,1x) à 
temperatura ambiente, permanecendo imersas durante 3 minutos. As lâminas foram 
transferidas para uma solução de PTw (0,1% TWEEN-20, PBS 1x), onde foram 
mantidas por 10 minutos. Após o período, foram realizados 2 banhos em sequência em 
tampão TN (100mM Tris-HCl ph 7,5, 150mM NaCl), durante 5 minutos cada.  
As lâminas foram transferidas para outro suporte e foram aplicados sobre 
as lâminas 600μL de tampão TNB (100mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl, 0,5% 
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reagente de bloqueio TSA (PerkinElmer), que foram incubadas à temperatura 
ambiente durante 3 horas. Ao final, as lâminas foram incubadas com anticorpo Anti-
DIG-POD (Roche) em tampão TNB durante 16hrs a 4ºC, em câmara úmida. As lâminas 
também foram cobertas com filme de parafina plástica (Parafilm M®). 
3º Dia: As lâminas foram submetidas a 6 banhos sequenciais de 5 minutos 
em tampão TNT (0,1M Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl, 0,1% TWEEN-20). Depois, 
foram realizados 2 banhos de 5 minutos cada em tampão da fosfatase alcalina (100mM 
Tris-HCl 1M pH 9,5, 50mM MgCl2, 100mM NaCl, 0,1% TWEEN-20). 
Em seguida, as lâminas foram transferidas para um suporte e cada lâminas 
foram aplicados 500uL de solução de detecção (5% de álcool polivinílico, 100mM Tris-
HCl 1M pH 9,5, 50mM MgCl2, 100mM NaCl, 50μg/mL BCIP, 100,5μg/mL NBT) e a 
detecção ocorreu pelo tempo necessário até o desenvolvimento da marcação. 
Após a marcação, a reação de detecção foi interrompida com um banho de 
5 minutos em tampão de fosfatase alcalina, realizando em seguida uma lavagem de 5 
minutos em banho de PBS (1x). Na sequência, as lâminas foram contra-coradas 
durante 15 minutos com Hoechst 33258 (0,5μg/mL em 1x PBS) pela aplicação de 2mL 
por lâmina e depois foram realizados 3 banhos de 5 minutos em PBS (1x). 
Por fim, as lâminas foram montadas com 40μL de solução de álcool 
polivinílico (Mowiol® 4-88). 
 
3.13. Hibridização in situ combinada com 
imunodetecção de ps6 
1º Dia: A primeira etapa consiste em secar as lâminas, onde estão aderidos 
os cortes do tecido olfativo, com o auxílio de um secador (utilizamos Home Line 
1600W; Mega) durante 10 minutos, até que as lâminas estejam completamente secas. 
Em seguida, foram adicionados 1,5mL sobre cada lâmina de uma solução fixadora (4% 
paraformaldeído, 1xPBS), deixada sobre as lâminas por 20 minutos e depois 
descartada. Na sequência foram realizadas duas lavagens por imersão em tampão 
fosfato-salino (PBS) de 5 minutos cada. As lâminas foram então incubadas em HCl 
0,2M à temperatura ambiente por 10 minutos, aplicando-se 1500μL da solução sobre 
cada lâmina, e ao final da incubação foram realizadas 2 lavagens em PBS de 5 min. 
Realizou-se uma incubação por imersão em banho de H2O2 0,1%/1x PBS 
durante 30 minutos à temperatura ambiente, no escuro, ao final dos quais foram 
realizadas 2 lavagens por imersão em PBS, 5 minutos cada. As lâminas foram então 
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transferidas durante 10 minutos para um suporte contendo 250mL de Trietanolamina-
HCl 0,1M pH 8,0, ao qual foram adicionados sob agitação 625μL de anidrido acético e 
depois novamente outros 625μL de anidrido acético adicionados gota a gota sobre as 
lâminas. 
Foram realizadas 3 lavagens por imersão em PBS, de 5 minutos cada. Em 
seguida as lâminas foram transferidas para um suporte para que fossem adicionados 
400μL de solução de pré-hibridação (50% Formamida, 10% Sulfato de Dextran NaCl 
600mM, 0.25%SDS, 10mM Tris-HCl pH8,0, 1X Solução de Denhardt, 1mM EDTA pH 
8,0), que foi aplicada quente (55ºC) sobre as lâminas. As lâminas permaneceram com 
a solução de pré-hibridação por 1 hora. 
Foi preparada uma solução de hibridação (50% Formamida, 10% Sulfato de 
Dextran NaCl 600mM, RNA-transportador de levedura 200μg/ml, 0.25%SDS, 10mM 
Tris-HCl pH8,0, 1X Solução de Denhardt, 1mM EDTA pH 8,0, 1,5μg/mL de sonda para 
hibridação), que foi deixada a 85ºC por 10 minutos para desnaturar a sonda. 
Após a pré-hibridação a solução foi descartada das lâminas e foi adicionada 
a solução de hibridação, 190uL por lâmina, cobrindo as lâminas com lamínula. As 
lâminas foram incubadas durante 16 horas a 63ºC em câmara úmida contendo solução 
salina de citrato de sódio (SSC) 5x concentrada. As lâminas não estavam em contato 
direto com esta solução salina, ela foi acrescentada apenas para manter a umidade da 
câmara durante a incubação. 
2ºDia: As lamínulas que cobriam a solução de hibridação foram deslocadas 
sob imersão em solução de SSC (5x) a 55ºC, e depois as lâminas foram submetidas a 
uma lavagem sob imersão em SSC (2x) a 55ºC, por 30 minutos. Em seguida, lavagem 
em SSC (0,2x) a 55ºC durante 20 minutos, e depois lavar em SSC (0,1x) também a 55ºC 
por 20 minutos. Na sequência, as lâminas devem ser transferidas para SSC (0,1x) à 
temperatura ambiente, permanecendo imersas durante 3 minutos. As lâminas foram 
transferidas para uma solução de PTw (0,1% TWEEN-20, PBS 1x), onde foram 
mantidas por 10 minutos. Após o período, foram realizados 2 banhos em sequência em 
tampão TN (100mM Tris-HCl ph 7,5, 150mM NaCl), durante 5 minutos cada.  
As lâminas foram transferidas para outro suporte e foram aplicados sobre 
as lâminas 600μL de tampão TNB (100mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl, 0,5% 
reagente de bloqueio TSA (PerkinElmer), que foram incubadas à temperatura 
ambiente durante 3 horas. Ao final, as lâminas foram incubadas com anticorpo Anti-
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DIG-POD (Roche) em tampão TNB durante 16hrs a 4ºC, em câmara úmida. As lâminas 
também foram cobertas com filme de parafina plástica (Parafilm M®). 
3º Dia: As lâminas foram submetidas a 6 banhos sequenciais de 5 minutos 
em tampão TNT (0,1M Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl, 0,1% TWEEN-20). Foram 
aplicados 100μL de tiramida-biotina (1/50) diluída em Amplification Diluent 
(PerkinElmer + 0,0015%H2O2) e as lâminas foram cobertas com parafilme e incubadas 
por 12 minutos à temperatura ambiente. Após a incubação foram realizados 6 banhos 
sequenciais de 5 minutos em tampão TNT e na sequência as lâminas foram incubadas 
em 200μL de solução de streptavidina conjugada com HRP (Horseradish Peroxidase; 
1/100) diluída em tampão TNB, durante 60 minutos. Novamente as lâminas foram 
lavadas por imersão em 6 banhos sequenciais de 5 minutos em tampão TNT e depois 
foram incubadas em 100uL de solução de tiramida e Alexa488 (Invitrogen; 1/100) 
diluída em Amplification Diluent 1x (Invitrogen; acrescido de 0,0015% H2O2) durante 
12 minutos no escuro, cobertas com parafilm. 
Foram realizadas outras 6 lavagens sequenciais de 5 minutos com TNT e 
depois as lâminas foram incubadas por imersão em solução de H2O2 3% 1x PBS durante 
1 hora. Foram realizadas então 3 lavagens de 5 minutos em TNT e as lâminas foram 
fixadas pela aplicação de 1mL de solução PFA 4%/1x PBS durante 15 minutos, à 
temperatura ambiente. Os cortes foram incubados por imersão em Triton X-100 
0,1%/1x PBS durante 5 minutos. As lâminas foram então lavadas 3 vezes por imersão 
em PBS 1x, 5 minutos cada banho. Aplicou-se então 500μL de solução de bloqueio 
(0,1% Triton X-100/1% BSA/1x PBS) e as lâminas foram incubadas durante 30 
minutos. 
A solução de bloqueio foi descartada das lâminas e aplicou-se 300μL de 
solução de anticorpo primário (rabbit anti-ps6; 240/244) (Cell Signalling, #2215) 
diluído 1/200 em solução de bloqueio (0,1% Triton X-100/1% BSA/1x PBS). As lâminas 
foram cobertas com parafilm e mantidas durante 1 hora em câmara umidificada e 
mantidas overnight a 4ºC. 
4º Dia: As lâminas foram lavadas em 3 banhos de 5 minutos por imersão 
em PBS 1x + Triton X-100 e depois incubadas em anticorpo secundário (HRP-
conjugated anti-rabbit), 1:200 em 1% solução de bloqueio, durante 90 minutos à 
temperatura ambiente. As lâminas foram então lavadas em 3 banhos de 5 minutos por 
imersão em PBS 1x + Triton X-100 e depois foram incubadas com 100μL amplification 
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diluente/0,0015% H2O2 contendo 1:100 de tiramida Alexa-546 durante 7 minutos, com 
parafilm e no escuro. 
As lâminas foram então lavadas 2 vezes por imersão em 1x PBS, 5 minutos 
por banho, e então incubadas durante 30 minutos com Hoechst 33342, aplicando-se 
1,5mL por lâmina. Então, foram novamente lavadas 2 vezes por imersão em 1x PBS, 5 
minutos por banho, e por fim aplicou-se a lamínula após adicionar 70μL de Mowiol 
sobre as lâminas. 
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3.14. Sequência de Olfr692 
ATGAGACCCAAACTTCATCCTTACAGAATGGCAGAAAGTTCGCAGTCCAATTCTACCTTCCAACACCCAGCTTTC
TTTATATTGACTGGCATCCCAGCATTGGGAGATGGCCAGGCCTGGCTGTCCCTAGTGTTTGGGCTCATGTATCTG
CTGGCCCTACTAGGCAATGCAACACTCCTGACAGTAATCCGAATAGACTCTACATTGCACCAACCCATGTTTCTA
CTCCTGGCCACTCTGGCAGCTACTGACCTGGGCTTAGCCACATCTATAGCCCCAGAGTTGCTGGCTGTGCTGTGG
CTTGGACCCCAACCTGTACAATACACTGCCTGCCTAATCCAGATGTTCTTTGTCCATGCACTGACTGCTATGGAA
TCTGGTGTGCTTTTGGCCATGGCCTGTGATCGGGCTGTGGCAGTGGGGCGTCCACTACACTACCCTATCTTGGTA
ACTAAAGCCCGTGTGGGCTATGCAGTCCTGGCACTGACACTGAAAGTCCTGGCTGTTATAGTGCCTTTCCCTCTG
CTGGTAGTACGATTTAAGCACTTTCATGCCAAGATCATACACCATGCCTATTGTGCACACATGGCAGTTGTAGAG
CTGGTAGTTGGTAACACATGGGTCAACAACATGTATGGGCTAGCACTTTCACTGGCTGTGTCTGGTGTAGATATT
CTGGGCATTGCTGGATCTTATGGGCTCATTGCCCATGCAGTACTTCGGCTACCTACCCAGGAGGCCCGAGTAAAG
GCCTTTGGTACATGTAGTTCTCACATCTGTGTCATCCTGGCCTTCTATGTGCCTGGTCTCTTCTCCTTCCTCACC
CATCGCTTTGGTCGTCACACTGTCCCAAAGCCAGTGCATATCCTTCTGTCCATCATCTATTTGCTGCTGCCACCT
GCCCTCAACCCCCTCATCTATGGGGTCCGCACCAAGCAGATTAGGGACCGATTCTTAGAAATGTTCAAATTCAGA
AAAAAGCAGTTTTAA 
 
 
 
3.15. Primers utilizados com Olfr692 
Além dos primers utilizados para genotipagem já apresentados na seção “1.4)1.”, 
também foram utilizados: 1) um par de primers mais adequados para a genotipagem 
de animais descendentes de F9; 2) Primers para a confirmação da mutação por RT-
PCR. A sequência destes primers encontra-se logo abaixo: 
 
1) Primers para genotipagem de animais descendentes de F9: 
- Reação para amplificar o alelo selvagem: 
Primer Forward: 5’ – GTAATATTCCAGGCCCTTCACCAGT – 3’ 
Primer Reverse: 5’ – CAGTAATCCGAATAGACTCTACATTGCACC – 3’ 
- Reação para amplificar o alelo 1 de F9: 
Primer Forward: 5’ – GTAATATTCCAGGCCCTTCACCAGT – 3’ 
Primer Reverse: 5’ – GGCTAAGCCCAGGTCAGTAGTGTTG – 3’ 
 
 
 
2) Primers para a confirmação por RT-PCR: 
Primer Forward: 5’ – CCTGACAGTAATCCGAATAGAC – 3’ 
Primer Reverse: 5’ – GCAGGCAGTGTATTGTACAG – 3’ 
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3.16. Sequências dos genes de lincRNAs selecionados e 
primers utilizados na sua amplificação 
- VNO1: 
Éxon 1 
CAGCCCGCGGAGCCGAGCTTCTCCTCCGGCTGCTTGGCGCGCGAGCTCTGGGCACGTGTGTGTCTGCGGAGTGGG
CTGTGACTGGGAGGGCCAGTGTACTCTGAGACGTGAGACGGTCAAGCCTGCGGATAAAG 
 
Éxon 2 
CTTTAGAAATGCTACATCCTGGAGCTGTGCACCCAAACAGGCTTAGTCTGTATGTATTGCTTGAGTGCCTGGAAT
GCACACCTGGGACCTCTCCACTGTCGCCCACTGTTTAGAAAAGAAAACACAGTTTTCAAGGAGAAATATG 
 
Éxon 3 
TGCCAGTGGAGGAAGTCTTTTCCCCAGGTCACAAGCCAGGGTCTCAGAAGGACTCTCAGATTGTGCATTCCTGCT
GTTCCCCAGGCTGAGAGGACAAAACAG 
 
Éxon 4 
GAATGTCATTGGAAGAGTGGAGAGACTGAGGTTGCACATAGGTGAATGGAAAATCTTGAAGCCTTCTGGCAACAT
GTGAACATTCCCAGAACCCAACAGTGCAAAAGTCAACATTTGCCATGATGAGCAATGGAGTTGTTTCCTCTTCAG
CCAAGCTGAGATGACCAATGGAATTGTTTTTCCACCCTTTGCTGTGTTTCCACTCCTCTTTGAAAATCCTTGTTT
AGGGTAGTAGTGGGGTGCTAACAGCACACATTCTAAAGCAGGGTGGCATTACTGAAAGATTTGATTGCACAATGC
GCATTTGTCTGGAAAAGCTTAGGAATGTTTCATTTTAGCTTTCCTCTTGATAGAATCTATTTGTATCTCTGGGTT
TATCCCTGTAGACTTGGAGGGAGTGGTGAAAGATGAACGGGCAGTGCTCAGCCACAAGGGGAGAAAAACGTCATC
CAGCCCTTAGAATAGCAACAGCAATAAATATGGGCATGCAGTTCTGCTGCTGAGGCTGGAAAGGCAGGCCGGATC
GCATTTACACACCCAACAGGCCTGCTTGGCTGAGACGACTTTGTCAGAATCATGCACAAAAGTCGATGCCTCCTT
GGATGTTTGCTTTCTGAGCTGTGACTCAGCAAAGAAAAGAGAGCTCAGAGCACAGAGCCCACCACAGAATCTCTA
GAGGAGATTCCAGCACCCTTCTGGCCCCAGGGGGACACTCTGAATTGACTTT 
 
- Primer Forward: 5’ – GAGCCGAGCTTCTCCTC – 3’ 
- Primer Reverse: 5’ – GAAGGGTGCTGGAATCTC – 3’ 
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- VNO2 
Éxon 1 
GGCTACAGTGAATAAAATTGTGGTTTCGGATGACTCTACCAGCTCCTTTGCTGCAGAGGTCACCGTGGAATCTAA
CAGTGACATACTATTGGTGACTGTCTTCACGGCCGTGTGTACCGTCTGCTCAGTGGTCTCTGTTTCACTACTGCT
TTGGGGTGATGTTGGAAGAGTAGCTGATGTCATCTGTCCCTGGGACTGAGATGTGGTTGCCTTGTTCACTGATAA
ACTGTTGAGTTCCTTTGTGGAAGTAGGGCCATTGGTTCGCTGAGACACAACTGAACTTGTGGACGGGCAGGAGAG
ATTCTTGTTAAGCTCAACGCCTTTTGAGGAAGGTGGGATTGAGGCAACATTGC 
 
 
Éxon 2 
CGGGCAGGTTGAAGATTCTGTCCCCATTGAGCAGCAGCAGCAGCAGAAACCAGCGGCTGCCCATGTCTGTGCTGG
TGAGTGTTCTCGAGGACATTCGGAAGGTGCTCTGGCCCGAACAAAGGGACAGACAGCGAGACAACACAGTCCTGG
GGCTTTTTGTAGTTAGAACGAATGCTGACAGAGAGTCAGAGGAGGGAGAGAGGCTGTTTCCCATCAGCTGCAATC
AGTGGCCCTCTGGGGACCGCAG 
 
- Primer Forward: 5’ - TGAATAAAATTGTGGTTTCGGATGAC – 3’ 
- Primer Reverse: 5’ - CCACTGATTGCAGCTGATG – 3’ 
 
- MOE1 
Éxon 1 
CCAGAGAGGTAGTTAAGCCCAGGTAGCGTTTAGTAGAGAGTCCTTAGTAACCTGGAACTCCCCTGGACCTAACTA
TACAAGCTCACTGCAGGGGAGGAGGGAAAAGCAGGGGAGGGGCTGCAGACAGGGAGAGCATGGTCTGCCTGCCGG
TCCTGGTCAAGTGGTAGTGCTGTAGATCTGGGTCTCTCTACCGAGTATGCCGAGAACTACAGGTCCCAGGATGGA
GTCAG 
 
Éxon 2 
TTGGGAAATATCAGCTGTATACTCATGATGTCCTGAATCAGAGGCGTGGATACCTTACAGCCTGGACACACCTGC
ACCTATGTGTTCAGAAGCTTGAAAGCTTCCTGCATTGATGAAGTTTGGATGGACTGCTCAGACGCACTGACCCAG
GAAGGAGAGGAGCTGGCTGTGGCAGGCGCTGGAGGCCAGAACTGGAGCGTGAAAACCATGCTCACGGTATCAACT
GCTTACACCTCTTTCCTTGTTTCATTTCTTCAGTCTCCACTGTGACATCAAGGGAGGACTGAGGAAGCAGGGACA
AGTGGCCCTCATTGAGTCCCCTCCCTGGTTTAGGCAGGCTCTCCACTAATATGCCCGTTGGTCTTTCTCCTCGCC
TCTTGCATATACAGTCAGCCAGACCCCACCCAAATCTACTAAAAATCCCCCACCTCACTTTGGGAGGGGGGTCTC
CTCCCAGCCAGTCTTTCCTGGCCACTTTCTGACTTTTTTCCTTCTTCTCAATAAACCAACCTTGCTTCTCTTAGA
CTCCCTGGCCTGGACTGTTGTTTATGAGCCCG 
 
- Primer Forward: 5’ - TGAATAAAATTGTGGTTTCGGATGAC – 3’ 
- Primer Reverse: 5’ - CCACTGATTGCAGCTGATG – 3’ 
 
 
 
 
 
85 
 
- MOE2 
Éxon 1 
TTCTTATGCAAATGTGAAATCATCTTGACTTCAGAACCACTGCCCTTGGTTTCTAGATGAAGGCCATTCATGGCC
TGCTCTTCATCTTTCTCACTTCAGTGGCATGCAAAATTCGAGGAGTCAAAAC 
 
Éxon 2 
CAGAATGGACGAGGTTAGAGCACCTTCAGACGTTCACAAAGGATCCAGGCATTTTTATGACATGTAAAGTCACTC
ATAGTAAAGTGTGAGAGATCACCATAGTTGCCATGTGATTCAGAGTCAAGTCCAGACTGGTTGAGAGAATCTTTA
TAGCCAGCTTATTTTC 
 
Éxon 3 
ATGTCACAAAGGATATCATCAAGCACTGGCTTCCAGCCACGCGATGGGTAGGAAGATGTCTGGCAGTTCTGTTCC
AGATCTGGGTACACTAGTCAGGGTCTGTGAGTCCTGATATACTCTGGAGAAGAGTCACTTTTGGACGGGCCTCTC
CTTGTAGTAATATGATCTTCAGCCACCTGTCAGGGGTCATGCTGGACTCTGGCCACATGCAGATGGTGAAGGCTC
CATCCCATTCTC 
 
Éxon 4 
CTTTTCTTTTCAGTTCAGAGGCAACGGTTTCAGGTTCCTTGCAGACAGGTAGACAGT 
 
Éxon 5 
CTTCTGATGGCTAACCTCACACTTTTTACTGTTATTTTAACATCGTTTTAACTTAGGATGTGTCGAAGAAGACTT
CAGTTGCGTGTCGATCCTGTCTCCGCCCCACTGCATCTCTTCACTGTTCCTTGCATGGATCGCCACTGGTTTCAG
TCATCAGACCGAAGCCTCCCAATCCCTACGCTCCGTTATGCAAGCTGCTTTTCCGGGCGCACGCACAGAAAC 
Éxon 6 
CGCTTGGGAGCGTGACTCGGTCGCGATCTGGTTGCGAAGGAGAGGCTGGGCAGTGGGGAGAGCAGGAAGGTGGAA
AGCAGAT 
 
- Primer Forward: 5’ - AATCATCTTGACTTCAGAACCACTG – 3’ 
- Primer Reverse: 5’ - TCTCCTTCGCAACCAGATCG – 3’ 
 
- Both1 
Éxon 1 
TCAACGCAGATGACAAAAATTTATTGTAATCAAGCCAAGACTGATCAGTCAATGCCACAGAACAGACTCGGGAGC
TGAACTGCAACCCTGAAGAGAAACTGCACAGCATATTTAAAGGATGAGACCACAAAGCAAGGGGAAGAACGGTAG
GCTGTAGCACTGTCCAATCATAGTTTGACATAAGGAGTTGGAACAAGAGAGTTTTCATTAGTCAGGATAGGAGTT
GGTTCCAGGGCCTGGGAACATGAACTCAGTTTGACCCTGCCAGCAAGATGGAGAAGTTGTCCTTGACATGTCTGG
ACTCAGACAACTCTTCACTTACAAGTTGTCTCTGAGATGTCTGGACTTGGACAATTGTTTCCTTATAATAGAAGC
TGTTCAGCTATTGCAAAGTCCTCAGTTCCCCTAGAGACTAGGACCTTGAATTTAGTTTCTTGCTCTGATTAAATG
GAGTCTGAAAACAAAATGGTCGTACTTAGAATAAGTTTCTTTTGCTTGTTCCAACATTTCCTTTTTTTTTTTAAT
GAAACACAGAATTTAATACAAAGAATTATTAACTAAGTATAAAGTTAACTGAGTAGATGAGAAGTTATAAAAAGA
ACTCTAAGCTAACAATTACAGAAAGAATCTACCACCCCCAGTGCTAGGGAACAATGAAGCTGAAGGATTACAATT
TAAACCACACAGACAGGAGCCCTGTAGAGCTGGCCTGCAGTCATCTGAGAAGGAGGGTCTGAGCATAGAGGGGGC
CTCCAGACTGGGCCTTGGACTTGGACAGGGCTGGTGCCACGTGCTGAGGTGAAGCAGCTCCGGTGGGTGACACCA
CAGGTTGCCCTCTAAGATACTGCAGGGGACAAAGGAGTCGGTCCCTCCTTTCACCTCTTGTTCTGGAGTCTAACC
TTACACTGCTTACTGGCAAAGATCAGCACAGCCTAAAAGAAATCAATCTAACTGTAGAAGTGTGGTTGGCAGTAT
CCAGATAGCAAGCCCAAGGAAGGCTTGTGGTTGACTTTGTTGAGTCGCATGCCCATGAATTAAGCCAATAATGAA
TTATGATGTTCGAGCCAACATGAATTACATATCTGACATGCTCCTCTCTGTGATCTGTGGTGCAACAGGACCTTT
TGCTATCAGATTAAGGTGGACAAGAAGGCCTAACAGGAACACAGAAAATAGGAAGTCATTACAGATGTTCTGATT
TTTCGCCAAGGCAACAGTAGGTAACCCTCTTTGTATATCATACTCTTTCTTTAACAACTGCCCTGTGAAAAATGG
TGTCGTCCTGTTGGAAGCTATGTAACAGAGTTGTACTTACAAAGCATATATGCCTCCAATAATTTATCTTACACA
CACACACACACACACACATACACACACCCTCTGGCAAGTGACATAGACAGTTAAATGACAGATTCAAGGACACAC
AGCTGACACATGATTTATACTAGTGGTAGGAGGGTTTTGATGAGCGTCCTCTGGCTGGCTACGGAAGGGAGCTTC
86 
 
GCCTGCTCTTTTCCCCTCGGAGCAGCTCGGTCAGTTGCCTCGGCACAGGCTGGCAGGCTCTGCCCTCTGATCCCA
GCCTTGCTCGGAAAGGTGATGTGTTTCTGCTGGGCCTTGTGTCCTGCCAGTGGGTGCTTTCAGCTCGAAGCTCCT
CCAGGAGGCTATGCAGATGCCTTAGTGTGAGTAGCAGTTTCTGGTCTTGGATCTGCATCTCGGC 
 
Éxon 2 
CAGCTCCTCCCTCAGCCACTCCAGGGTCTGCCCAAGACTTGCAGCTGGCTCTCCCGGCATTTCCATCTCAGTGTC
CTTGATAGAGTCCTTAGCAATGACTTGGTTACAGGCCCGGGGGACCTTTGACTTGTATAGTCACCAGCTTCCTTC
AGGCTGGCAGCTAAGTCCCCAAGGGTGGAATTAATGAGAGCAGGACGTGGTTCACGTTGGAAGACGTAGTTCTGG
ATTTTTTTTTTTTTAAAGCTTCAGTGCTTTGAACAAAACAAGGAAGAAGGGAAGGAACCAGGGGTGCAGATATCT
GCATGCATGATAGTTCCAGCAGCTCAGAGAATCTCATGACAACAGGCAAGCCAGGGTTGTGAGGCTGAGTGACGC
C 
 
- Primer Forward: 5’ – GTGCTAGGGAACAATGAAGCTG – 3’ 
- Primer Reverse: 5’ – CTACGTCTTCCAACGTGAACCAC – 3’ 
 
3.17. Resultados do sequenciamento dos lincRNAs 
alinhados 
VNO1 – 
T-COFFEE, Version_11.00.d625267 (2016-01-11 15:25:41 - Revision d625267 - Build 507) 
Cedric Notredame  
CPU TIME:0 sec. 
SCORE=942 
* 
 BAD AVG GOOD 
* 
VNO1_seqesperad   :  87 
VNO1_clone1       :  93 
VNO1_clone2       :  97 
VNO1_clone3       :  93 
VNO1_clone4       :  86 
VNO1_clone5       :  94 
cons              :  94 
 
VNO1_seqesperad   GAGCCGAGCTTCTCCTCCGGCTGCTTGGCGCGCGAGCTCTGGGCACGTGTGTGTCTGCGGAGT 
VNO1_clone1       GAGCCGAGCTTCTCCTCCGGCTGCTTGGCGCGCGAGCTCTGGGCACGTGTGTGTCTGCGGAGT 
VNO1_clone2       GAGCCGAGCTTCTCCTCCGGCTGCTTGGCGCGCGAGCTCTGGGCACGTGTGTGTCTGCGGAGT 
VNO1_clone3       GAGCCGAGCTTCTCCTCCGGCTGCTTGGCGCGCGAGCTCTGGGCACGTGTGTGTCTGCGGAGT 
VNO1_clone4       GAGCCGAGCTTCTCCTCCGGCTGCTTGGCGCGCGAGCTCTGGGCACGTGTGTGTCTGCGGAGT 
VNO1_clone5       GAGCCGAGCTTCTCCTCCGGCTGCTTGGCGCGCGAGCTCTGGGCACGTGTGTGTCTGCGGAGT 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
 
VNO1_seqesperad   GGGCTGTGACTGGGAGGGCCAGTGTACTCTGAGACGTGAGACGGTCAAGCCTGCGGATAAAGC 
VNO1_clone1       GGGCTGTGACTGGGAGGGCCAGTGTACTCTGAGACGTGAGACGGTCAAGCCTGCGGATAAAGC 
VNO1_clone2       GGGCTGTGACTGGGAGGGCCAGTGTACTCTGAGACGTGAGACGGTCAAGCCTGCGGATAAAG- 
VNO1_clone3       GGGCTGTGACTGGGAGGGCCAGTGTACTCTGAGACGTGAGACGGTCAAGCCTGCGGATAAAGC 
VNO1_clone4       GGGCTGTGACTGGGAGGGCCAGTGTACTCTGAGACGTGAGACGGTCAAGCCTGCGGATAAAGG 
VNO1_clone5       GGGCTGTGACTGGGAGGGCCAGTGTACTCTGAGACGTGAGACGGTCAAGCCTGCGGATAAAGC 
 
cons              **************************************************************  
87 
 
VNO1_seqesperad   --------------------------------------------------------------- 
VNO1_clone1       --------------------------------------------------------------- 
VNO1_clone2       --------------------------------------------------------------- 
VNO1_clone3       --------------------------------------------------------------- 
VNO1_clone4       TGCGGCTGCCTGTGCTGGGGACCTGCTCTTTGCTGCTGGAACCTCCGAGCTTTTCAATTGTGT 
VNO1_clone5       --------------------------------------------------------------- 
 
cons                                                                              
 
 
VNO1_seqesperad   -------------------------------------------------------TTTAGAAA 
VNO1_clone1       -------------------------------------------------------TTTAGAAA 
VNO1_clone2       --------------------------------------------------------------- 
VNO1_clone3       -------------------------------------------------------TTTAGAAA 
VNO1_clone4       TTAGTCTTCTACAAGTGAGGCCACCTGTGTGATAGAGTGACAACTCTTGTGTAGCTTTAGAAA 
VNO1_clone5       -------------------------------------------------------TTTAGAAA 
 
cons                                                                              
 
 
VNO1_seqesperad   TGCTACATCCTGGAGCTGTGCACCCAAACAGGCTTAGTCTGTATGTATTGCTTGAGTGCCTGG 
VNO1_clone1       TGCTACATCCTGGAGCTGTGCACCCAAACAGGC------------------------------ 
VNO1_clone2       --------------------------------------------------------------- 
VNO1_clone3       TGCTACATCCTGGAGCTGTGCACCCAAACAGGC------------------------------ 
VNO1_clone4       TGCTACATCCTGTAGCTGTGCACCCAAACAGGCTTAATCTGTATGTATTGCTTGAGTGCCTGG 
VNO1_clone5       TGCTACATCCTGGAGCTGTGCACCCAAACAGGC------------------------------ 
 
cons                                                                              
 
 
VNO1_seqesperad   AATGCACACCTGGGACCTCTCCACTGTCGCCCACTGTTTAGAAAAGAAAACACAGTTTTCAAG 
VNO1_clone1       --------------------------------------------------------------- 
VNO1_clone2       --------------------------------------------------------------- 
VNO1_clone3       --------------------------------------------------------------- 
VNO1_clone4       AATGCACACCTGGGACCTCTCCACTGTCGCCCACTGTTTAGAAAAGAAAACACAGTTTTCAAG 
VNO1_clone5       --------------------------------------------------------------- 
 
cons                                                                              
 
 
VNO1_seqesperad   GAGAAATATGTGCCAGTGGAGGAAGTCTTTTCCCCAGGTCACAAGCCAGGGTCTCAGAAGGAC 
VNO1_clone1       ---------TTAGTCTGTATGTATTGCTTGAGTGCCTGGAATGCACACCTGGGACCTCTCCAC 
VNO1_clone2       --------------------------------------------------------------- 
VNO1_clone3       ---------TTAGTCTGTATGTATTGCTTGAGTGCCTGGAATGCACACCTGGGACCTCTCCAC 
VNO1_clone4       GAGGAATATGTGCCAGTGGAGGAAGTCTTTTCCCCAGGTCACAAGCCAGGGTCTCATAAGGAC 
VNO1_clone5       ---------TTAGTCTGTATGTATTGCTTGAGTGCCTGGAATGCACACCTGGGACCTCTCCAC 
 
cons                                                                              
 
 
VNO1_seqesperad   TCTCAGATTGTGCATTCCTGCTGTTCCCCAGGCTGAGAGGACAAAACAGGAATGTCATTGGAA 
VNO1_clone1       TGTCGCCCACTGTTTAGAAAAGAAAACACAGTTTTCAAGGAGAAATATGGAATGTCATTGGAA 
VNO1_clone2       -------------------------------------------------GAATGTCATTGGAA 
VNO1_clone3       TGTCGCCCATTGTTTAGAAAAGAAAACACAGTTTTCAAGGAGAAATATGGAATGTCATTGGAA 
VNO1_clone4       TCTCAGATTGTGCATTCCTGCTGTTCCCCAGGCTGAGAGGACAAAACAGGAATGTCATTGGAA 
VNO1_clone5       TGTCGCCCACTGTTTAGAAAAGAAAACACAGTTTTCAAGGAGAAATATGGAATGTCATTGGAA 
 
cons                                                               ************** 
 
 
 
 
 
 
88 
 
VNO1_seqesperad   GAGTGGAGAGACTGAGGTTGCACATAGGTGAATGGAAAATCTTGAAGCCTTCTGGCAACATGT 
VNO1_clone1       GAGTGGAGAGACTGAGGTTGCACATAGGTGAATGGAAAATCTTGAAGCCTTCTGGCAACATGT 
VNO1_clone2       GAGTGGAGAGACTGAGGTTGCACATAGGTGAATGGAAAATCTTGAAGCCTTCTGGCAACATGT 
VNO1_clone3       GAGTGGAGAGACTGAGGTTGCACATAGGTGAATGGAAAATCTTGAAGCCTTCTGACAACATGT 
VNO1_clone4       GAGTGGAGAGACTGAGGTTGCACATAGGTGAATGGAAAATCTTGAAGCCTTCTGGCAACATGT 
VNO1_clone5       GAGTGGAGAGACTGAGGTTGCACATAGGTGAATGGAAAATCTTGAAGCCTTCTGGCAACATGT 
 
cons              ****************************************************** ******** 
 
 
VNO1_seqesperad   GAACATTCCCAGAACCCAACAGTGCAAAAGTCAACATTTGCCATGATGAGCAATGGAGTTGTT 
VNO1_clone1       GAACATTCCCAGAACCCAACAGTGCAAAAGTCAACATTTGCCATGATGAGCAATGGAGTTGTT 
VNO1_clone2       GAACATTCCCAGAACCCAACAGTGCAAAAGTCAACATTTGCCATGATGAGCAATGGAGTTGTT 
VNO1_clone3       GAACATTCCCAGAACCCAACAGTGCAAAAGTCAACATTTGCCATGATGAGCAATGGAGTTGTT 
VNO1_clone4       GAACATTCCCAGAACCCAACAGTGCAAAAGTCAACATTTGCCATGATGAGCAATGGAGTTGTT 
VNO1_clone5       GAACATTCCCAGAACCCAACAGTGCAAAAGTCAACATTTACCATGATGAGCAATGGAGTTGTT 
 
cons              *************************************** *********************** 
 
 
VNO1_seqesperad   TCCTCTTCAGCCAAGCTGAGATGACCAATGGAATTGTTTTTCCACCCTTTGCTGTGTTTCCAC 
VNO1_clone1       TCCTCTTCAGCCAAGCTGAGATGACCAATGGAATTGTTTTTCCACCCTTTGCTGTGTTTCCAC 
VNO1_clone2       TCCTCTTCAGCCAAGCTGAGATGACCAATGGAATTGTTTTTCCACCCTTTGCTGTGTTTCCAC 
VNO1_clone3       TCCTCTTCAGCCAAGCTGAGATGACCAATGGAATTGTTTTTCCACCCTTTGCTGTGTTTCCAC 
VNO1_clone4       TCCTCTTCAGCCAAGCTGAGATGACCAATGGAATTGTTTTTCCACCCTTTGCTGTGTTTCCAC 
VNO1_clone5       TCCTCTTCAGCCAAGCTGAGATGACCAATGGAATTGTTTTTCCACCCTTTGCTGTGTTTCCAC 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
VNO1_seqesperad   TCCTCTTTGAAAATCCTTGTTTAGGGTAGTAGTGGGGTGCTAACAGCACACATTCTAAAGCAG 
VNO1_clone1       TCCTCCTTGAAAATCCTTGTTTAGGGTAGTAGTGGGGTGCTAACAGCACGCATTCTAAAGCAG 
VNO1_clone2       TCCTCTTTGAAAATCCTTGTTTAGGGTAGTAGTGGGGTGCTAACAGCACACATTCTAAAGCAG 
VNO1_clone3       TCCTCTTTGAAAATCCTTGTTTAGGGTAGTAGTGGGGTGCTAACAGCACACATTCTAAAGCAG 
VNO1_clone4       TCCTCTTTGAAAATCCTTGTTTAGGGTAGTAGTGGGGTGCTAACAGCACACATTCTAAAGCAG 
VNO1_clone5       TCCTCTTTGAAAATCCTTGTTTAGGGTAGTAGTGGGGTGCTAACAGCACACATTCTAAAGCAG 
 
cons              ***** ******************************************* ************* 
 
 
VNO1_seqesperad   GGTGGCATTACTGAAAGATTTGATTGCACAATGCGCATTTGTCTGGAAAAGCTTAGGAATGTT 
VNO1_clone1       GGTGGCATTACTGAAAGATTTGATTGCACAATGCGCATTTGTCTGGAAAAGCTTAGGAATGTT 
VNO1_clone2       GGTGGCATTACTGAAAGATTTGATTGCACAATGCGCATTTGTCTGGAAAAGCTTAGGAATGTT 
VNO1_clone3       GGTGGCATTACTGAAAGATTTGATTGCACAATGCGCATTTGTCTGGAAAAGCTTAGGAATGTT 
VNO1_clone4       GGTGGCATTACTGAAAGATTTGATTGCACAATGCGCATTTGTCTGGAAGAGCTTACGAATGTT 
VNO1_clone5       GGTGGCATTACTGAAAGATTTGATTGCACAATGCGCATTTGTCTGGAAAAGCTTAGGAATGTT 
 
cons              ************************************************ ****** ******* 
 
 
VNO1_seqesperad   TCATTTTAGCTTTCCTCTTGATAGAATCTATTTGTATCTCTGGGTTTATCCCTGTAGACTTGG 
VNO1_clone1       TCATTTTAGCTTTCCTCTTGATAGAATCTATTTGTATCTCTGGGTTTATCCCTGTAGACTTGG 
VNO1_clone2       TCATTTTAGCTTTCCTCTTGATAGAATCTATTTGTATCTCTGGGTTTATCCCTGTAGACTTGG 
VNO1_clone3       TCATTTTAGCTTTCCTCTTGATAGAATCTATTTGTATCTCTGGGTTTATCCCTGTAGACTTGG 
VNO1_clone4       TCATTTTAGCTTTCCTCTTGATAGAATCTATTTGTATCTCTGGGTTTATCCCTGTAGACTTGG 
VNO1_clone5       TCATTTTAGCTTTCCTCTTGATAGAATCTATTTGTATCTCTGGGTTTATCCCTGTAGACTTGG 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
 
 
 
 
89 
 
VNO1_seqesperad   AGGGAGTGGTGAAAGATGAACGGGCAGTGCTCAGCCACAAGGGGAGAAAAACGTCATCCAGCC 
VNO1_clone1       AGGGAGTGGTGAAAGATGAACGGGCAGTGCTCAGCCACAAGGGGAGAAAAACGTCATCCAGCC 
VNO1_clone2       AGGGAGTGGTGAAAGATGAACGGGCAGTGCTCAGCCACAAGGGGAGAAAAACGTCATCCAGCC 
VNO1_clone3       AGGGAGTGGTGAAAGATGAACGGGCAGTGCTCAGCCACAAGGGGAGAAAAACGTCATCCAGCC 
VNO1_clone4       AGGGAGTGGTGAAAGATGAACGGGCAGTGCTCAGCCACAAGGTGAGAAAAACGTCATCCAGCC 
VNO1_clone5       AGGGAGTGGTGAAAGATGAACGGGCAGTGCTCAGCCACAAGGGGAGAAAAACGTCATCCAGCC 
 
cons              ****************************************** ******************** 
 
 
VNO1_seqesperad   CTTAGAATAGCAACAGCAATAAATATGGGCATGCAGTTCTGCTGCTGAGGCTGGAAAGGCAGG 
VNO1_clone1       CTTAGAATAGCAACAGCAATAAATATGGGCATGCAGTTCTGCTGCTGAGGCTGGAAAGGCAGG 
VNO1_clone2       CTTAGAATAGCAACAGCAATAAATATGGGCATGCAGTTCTGCTGCTGAGGCTGGAAAGGCAGG 
VNO1_clone3       CTTAGAATAGCAACAGCAATAAATATGGGCATGCAGTTCTGCTGCTGAGGCTGGAAAGGCAGG 
VNO1_clone4       CTTATAATAGCAACAGCTATAAATATGGGCATGCAGTTCTGCTGCTGAGGCTGGAAA-GCAAG 
VNO1_clone5       CTTAGAATAGCAACAGCAATAAATATGGGCATGCAGTTCTGCTGCTGAGGCTGGAAAGGCAGG 
 
cons              **** ************ *************************************** *** * 
 
 
VNO1_seqesperad   CCGGATCGCATTTACACACCCAACAGGCCTGCTTGGCTGAGACGACTTTGTCAGAATCATGCA 
VNO1_clone1       CCGGATCGCATTTACACACCCAACAGGCCTGCTTGGCTGAGACGACTTTGTCAGAATCATGCA 
VNO1_clone2       CCGGATCGCATTTACACACCCAACAGGCCTGCTTGGCTGAGACGACTTTGTCAGAATCATGCA 
VNO1_clone3       CCGGATCGCATTTACACACCCAACAGGCCTGCTTGGCTGAGACGACTTTGTCAGAATCATGCA 
VNO1_clone4       CCGGATCGCA-TTACGCG-CCAACAGGCCTGCTTGGCTGAAACGACTTTGTC-GAATCATGCC 
VNO1_clone5       CCGGATCGCATTTACACACCCAACAGGCCTGCTTGGCTGAGACGACTTTGTCAGAATCATGCA 
 
cons              ********** **** *  ********************* *********** *********  
 
 
VNO1_seqesperad   CAAAAGTCGATGCCTCCTTGGATGTTTGCTTTCTGAGCTGTGACTCAGCAAAGAAAAGAGAGC 
VNO1_clone1       CAAAAGTCGATGCCTCCTTGGATGTTTGCTTTCTGAGCTGTGACTCAGCAAAGAAAAGAGAGC 
VNO1_clone2       CAAAAGTCGATCCCTCCTTGGATGTTTGCTTTCTGAGCTGTGACTCAGCAAAGAAAAGAGAGC 
VNO1_clone3       CAAAAGTCGATGCCTCCTTGGATGTTTGCTTTCTGGGCTGTGACTCAGCAAAGAAAAGAGAGC 
VNO1_clone4       -CAAATTCCATGCCTCCTTGGATGTTTGCTTTCTGAACTGGGAATCCGCAAA-AAAAAAGAGG 
VNO1_clone5       CAAAAGTCGATGCCTCCTTGGATGTTTGCTTTCTGAGCTGTGACTCAGCAAAGAAAAGAGAGC 
 
cons                *** ** ** ***********************  *** ** ** ***** **** ****  
 
 
VNO1_seqesperad   TCAGAGCACAGAGCCCACCACAGAATCTCTAGAGGAGATTCCAGC-------AC--------- 
VNO1_clone1       TCAGAGCACAGAGCCCACCACAGAATCTCTAGAGGAGATTCCAGC-------AC--------- 
VNO1_clone2       TCAGAGCACAGAGCCCACCACAGAATCTCTAGAGGAGATTCCAGC-------AC--------- 
VNO1_clone3       TCAGAGCACAGAGCCCACCACAGAATCTCTAGAGGAGATTCCAGC-------AC--------- 
VNO1_clone4       TCAGGGCC-TTAGCCC-TCGCGGAATTTCTGAAGGAAATTCCC-CGCCCTTCATCCCAAGGGA 
VNO1_clone5       TCAGAGCACAGAGCCCACCACAGAATCTCTAGAGGAGATTCCAGC-------AC--------- 
 
cons              **** **    *****  * * **** ***  **** *****  *       *           
 
 
VNO1_seqesperad   ----------CCT-----TC 
VNO1_clone1       ----------CCT-----TC 
VNO1_clone2       ----------CCT-----TC 
VNO1_clone3       ----------CCT-----TC 
VNO1_clone4       ATTCCGGGCGCCTGAAGGTT 
VNO1_clone5       ----------CCT-----TC 
 
cons                        ***     *  
 
 
 
90 
 
VNO2 
T-COFFEE, Version_11.00.d625267 (2016-01-11 15:25:41 - Revision d625267 - Build 507) 
Cedric Notredame  
CPU TIME:0 sec. 
SCORE=1000 
* 
 BAD AVG GOOD 
* 
VNO2_seqesperad   : 100 
VNO2_clone1       : 100 
VNO2_clone2       : 100 
VNO2_clone3       : 100 
VNO2_clone4       : 100 
VNO2_clone5       : 100 
cons              : 100 
 
VNO2_seqesperad   TGAATAAAATTGTGGTTTCGGATGACTCTACCAGCTCCTTTGCTGCAGAGGTCACCGTGGAAT 
VNO2_clone1       TGAATAAAATTGTGGTTTCGGATGACTCTACCAGCTCCTTTGCTGCAGAGGTCACCGTGGAAT 
VNO2_clone2       TGAATAAAATTGTGGTTTCGGATGACTCTACCAGCTCCTTTGCTGCAGAGGTCACCGTGGAAT 
VNO2_clone3       TGAATAAAATTGTGGTTTCGGATGACTCTACCAGCTCCTTTGCTGCAGAGGTCACCGTGGAAT 
VNO2_clone4       TGAATAAAATTGTGGTTTCGGATGACTCTACCAGCTCCTTTGCTGCAGAGGTCACCGTGGAAT 
VNO2_clone5       TGAATAAAATTGTGGTTTCGGATGACTCTACCAGCTCCTTTGCTGCAGAGGTCACCGTGGAAT 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
VNO2_seqesperad   CTAACAGTGACATACTATTGGTGACTGTCTTCACGGCCGTGTGTACCGTCTGCTCAGTGGTCT 
VNO2_clone1       CTAACAGTGACATACTATTGGTGACTGTCTTCACGGCCGTGTGTACCGTCTGCTCAGTGGTCT 
VNO2_clone2       CTAACAGTGACATACTATTGGTGACTGTCTTCACGGCCGTGTGTACCGTCTGCTCAGTGGTCT 
VNO2_clone3       CTAACAGTGACATACTATTGGTGACTGTCTTCACGGCCGTGTGTACCGTCTGCTCAGTGGTCT 
VNO2_clone4       CTAACAGTGACATACTATTGGTGACTGTCTTCACGGCCGTGTGTACCGTCTGCTCAGTGGTCT 
VNO2_clone5       CTAACAGTGACATACTATTGGTGACTGTCTTCACGGCCGTGTGTACCGTCTGCTCAGTGGTCT 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
VNO2_seqesperad   CTGTTTCACTACTGCTTTGGGGTGATGTTGGAAGAGTAGCTGATGTCATCTGTCCCTGGGACT 
VNO2_clone1       CTGTTTCACTACTGCTTTGGGGTGATGTTGGAAGAGTAGCTGATGTCATCTGTCCCTGGGACT 
VNO2_clone2       CTGTTTCACTACTGCTTTGGGGTGATGTTGGAAGAGTAGCTGATGTCATCTGTCCCTGGGACT 
VNO2_clone3       CTGTTTCACTACTGCTTTGGGGTGATGTTGGAAGAGTAGCTGATGTCATCTGTCCCTGGGACT 
VNO2_clone4       CTGTTTCACTACTGCTTTGGGGTGATGTTGGAAGAGTAGCTGATGTCATCTGTCCCTGGGACT 
VNO2_clone5       CTGTTTCACTACTGCTTTGGGGTGATGTTGGAAGAGTAGCTGATGTCATCTGTCCCTGGGACT 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
VNO2_seqesperad   GAGATGTGGTTGCCTTGTTCACTGATAAACTGTTGAGTTCCTTTGTGGAAGTAGGGCCATTGG 
VNO2_clone1       GAGATGTGGTTGCCTTGTTCACTGATAAACTGTTGAGTTCCTTTGTGGAAGTAGGGCCATTGG 
VNO2_clone2       GAGATGTGGTTGCCTTGTTCACTGATAAACTGTTGAGTTCCTTTGTGGAAGTAGGGCCATTGG 
VNO2_clone3       GAGATGTGGTTGCCTTGTTCACTGATAAACTGTTGAGTTCCTTTGTGGAAGTAGGGCCATTGG 
VNO2_clone4       GAGATGTGGTTGCCTTGTTCACTGATAAACTGTTGAGTTCCTTTGTGGAAGTAGGGCCATTGG 
VNO2_clone5       GAGATGTGGTTGCCTTGTTCACTGATAAACTGTTGAGTTCCTTTGTGGAAGTAGGGCCATTGG 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
VNO2_seqesperad   TTCGCTGAGACACAACTGAACTTGTGGACGGGCAGGAGAGATTCTTGTTAAGCTCAACGCCTT 
VNO2_clone1       TTCGCTGAGACACAACTGAACTTGTGGACGGGCAGGAGAGATTCTTGTTAAGCTCAACGCCTT 
VNO2_clone2       TTCGCTGAGACACAACTGAACTTGTGGACGGGCAGGAGAGATTCCTGTTAAGCTCAACGCCTT 
VNO2_clone3       TTCGCTGAGACACAACTGAACTTGTGGACGGGCAGGAGAGATTCTTGTTAAGCTCAACGCCTT 
VNO2_clone4       TTCGCTGAGACACAACTGAACTTGTGGACGGGCAGGAGAGATTCTTGTTAAGCTCAACGCCTT 
VNO2_clone5       TTCGCTGGGACACAACTGAACTTGTGGACGGGCAGGAGAGATTCTTGTTAAGCTCAACGCCTT 
 
cons              ******* ************************************ ****************** 
91 
 
VNO2_seqesperad   TTGAGGAAGGTGGGATTGAGGCAACATTGCCGGGCAGGTTGAAGATTCTGTCCCCATTGAGCA 
VNO2_clone1       TTGAGGAGGGTGGGATTGAGGCAACATTGCCGGGCAGGTTGAAGATTCTGTCCCCATTGAGCA 
VNO2_clone2       TTGAGGAAGGTGGGATTGAGGCAACATTGCCGGGCAGGTTGAAGATTCTGTCCCCATTGAGCA 
VNO2_clone3       TTGAGGAAGGTGGGATTGAGGCAACATTGCCGGGCAGGTTGAAGATTCTGTCCCCATTGAGCA 
VNO2_clone4       TTGAGGAGGGTGGGATTGAGGCAACATTGCCGGGCAGGTTGAAGATTCTGTCCCCATTGAGCA 
VNO2_clone5       TTGAGGAAGGTGGGATTGAGGCAACATTGCCGGGCAGGTTGAAGATTCTGTCCCCATTGAGCA 
 
cons              ******* ******************************************************* 
 
 
VNO2_seqesperad   GCAGCAGCAGCAGAAACCAGCGGCTGCCCATGTCTGTGCTGGTGAGTGTTCTCGAGGACATTC 
VNO2_clone1       GCAGCAGCAGCAGAAACCAGCGGCTGCCCATGTCTGTGCTGGTGAGTGTTCTCGAGGACATTC 
VNO2_clone2       GCAGCAGCAGCAGAAACCAGCGGCTGCCCATGTCTGTGCTGGTGAGTGTTCTCGAGGACATTC 
VNO2_clone3       GCAGCAGCAGCAGAAACCAGCGGCTGCCCATGTCTGTGCTGGTGAGTGTTCTCGAGGACATTC 
VNO2_clone4       GCAGCAGCAGCAGAAACCAGCGGCTGCCCATGTCTGTGCTGGTGAGTGTTCTCGAGGACATTC 
VNO2_clone5       GCAGCAGCAGCAGAAACCAGCGGCTGCCCATGTCTGTGCTGGTGAGTGTTCTCGAGGACATTC 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
VNO2_seqesperad   GGAAGGTGCTCTGGCCCGAACAAAGGGACAGACAGCGAGACAACACAGTCCTGGGGCTTTTTG 
VNO2_clone1       GGAAGGTGCTCTGGCCCGAACAAAGGGACAGACAGCGAGACAACACAGTCCTGGGGCTTTTTG 
VNO2_clone2       GGAAGGTGCTCTGGCCCGAACAAAGGGACAGACAGCGAGACAACACAGTCCTGGGGCTTTTTG 
VNO2_clone3       GGAAGGTGCTCTGGCCCGAACAAAGGGACAGACAGCGAGACAACACAGTCCTGGGGCTTTTTG 
VNO2_clone4       GGAAGGTGCTCTGGCCCGAACAAAGGGACAGACAGCGAGACAACACAGTCCTGGGGCTTTTTG 
VNO2_clone5       GGAAGGTGCTCTGGCCCGAACAAAGGGACAGACAGCGAGACAACACAGTCCTGGGGCTTTTTG 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
VNO2_seqesperad   TAGTTAGAACGAATGCTGACAGAGAGTCAGAGGAGGGAGAGAGGCTGTTTCCCATCAGCTGCA 
VNO2_clone1       TAGTTAGAACGAATGCTGACAGAGAGTCAGAGGAGGGAGAGAGGCTGTTTCCCATCAGCTGCA 
VNO2_clone2       TAGTTAGAACGAATGCTGACAGAGAGTCAGAGGAGGGAGAGAGGCTGTTTCCCATCAGCTGCA 
VNO2_clone3       TAGTTAGAACGAATGCTGACAGAGAGTCAGAGGAGGGAGAGAGGCTGTTTCCCATCAGCTGCA 
VNO2_clone4       TAGTTAGAACGAATGCTGACAGAGAGTCAGAGGAGGGAGAGAGGCTGTTTCCCATCAGCTGCA 
VNO2_clone5       TAGTTAGAACGAATGCTGACAGAGAGTCAGAGGAGGGAGAGAGGCTGTTTCCCATCAGCTGCA 
 
cons              *************************************************************** 
 
VNO2_seqesperad   ATCAGTGG 
VNO2_clone1       ATCAGTGG 
VNO2_clone2       ATCAGTGG 
VNO2_clone3       ATCAGTGG 
VNO2_clone4       ATCAGTGG 
VNO2_clone5       ATCAGTGG 
 
cons              ******** 
MOE1 
T-COFFEE, Version_11.00.d625267 (2016-01-11 15:25:41 - Revision d625267 - Build 507) 
Cedric Notredame  
CPU TIME:0 sec. 
SCORE=1000 
* 
 BAD AVG GOOD 
* 
MOE1_seqesperad   : 100 
MOE1_clone1       : 100 
MOE1_clone2       : 100 
MOE1_clone3       : 100 
MOE1_clone4       : 100 
MOE1_clone5       : 100 
cons              : 100 
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MOE1_seqesperad   GTAGAGAGTCCTTAGTAACCTGGAACTCCCCTGGACCTAACTATACAAGCTCACTGCAGGGGA 
MOE1_clone1       GTAGAGAGTCCTTAGTAACCTGGAACTCCCCTGGACCTAACTATACAAGCTCACTGCAGGGGA 
MOE1_clone2       GTAGAGAGTCCTTAGTAACCTGGAACTCCCCTGGACCTAACTATACAAGCTCACTGCAGGGGA 
MOE1_clone3       GTAGAGAGTCCTTAGTAACCTGGAACTCCCCTGGACCTAACTATACAAGCTCACTGCAGGGGA 
MOE1_clone4       GTAGAGAGTCCTTAGTAACCTGGAACTCCCCTGGACCTAACTATACAAGCTCACTGCAGGGGA 
MOE1_clone5       GTAGAGAGTCCTTAGTAACCTGGAACTCCCCTGGACCTAACTATACAAGCTCACTGCAGGGGA 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
MOE1_seqesperad   GGAGGGAAAAGCAGGGGAGGGGCTGCAGACAGGGAGAGCATGGTCTGCCTGCCGGTCCTGGTC 
MOE1_clone1       GGAGGGAAAAGCAGGGGAGGGGCTGCAGACAGGGAGAGCATGGTCTGCCTGCCGGTCCTGGTC 
MOE1_clone2       GGAGGGAAAAGCAGGGGAGGGGCTGCAGACAGGGAGAGCATGGTCTGCCTGCCGGTCCTGGTC 
MOE1_clone3       GGAGGGAAAAGCAGGGGAGGGGCTGCAGACAGGGAGAGCATGGTCTGCCTGCCGGTCCTGGTC 
MOE1_clone4       GGAGGGAAAAGCAGGGGAGGGGCTGCAGACAGGGAGAGCATGGTCTGCCTGCCGGTCCTGGTC 
MOE1_clone5       GGAGGGAAAAGCAGGGGAGGGGCTGCAGACAGGGAGAGCATGGTCTGCCTGCCGGTCCTGGTC 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
MOE1_seqesperad   AAGTGGTAGTGCTGTAGATCTGGGTCTCTCTACCGAGTATGCCGAGAACTACAGGTCCCAGGA 
MOE1_clone1       AAGTGGCAGTGCTGTAGATCTGGGTCTCTCTACCGAGTATGCCGAGAACTACAGGTCCCAGGA 
MOE1_clone2       AAGTGGTAGTGCTGTAGATCTGGGTCTCCCTACCGAGTATGCCGAGAACTACAGGTCCCAGGA 
MOE1_clone3       AAGTGGTAGTGCTGTAGATCTGGGTCTCTCTACCGAGTATGCCGAGAACTACAGGTCCCAGGA 
MOE1_clone4       AAGTGGTAGTGCTGTAGATCTGGGTCTCTCTACCGAGTATGCCGAGAACTACAGGTCCCAGGA 
MOE1_clone5       AAGTGGTAGTGCTGTAGATCTGGGTCTCCCTACCGAGTATGCCGAGAACTACAGGTCCCAGGA 
 
cons              ****** ********************* ********************************** 
 
 
MOE1_seqesperad   TGGAGTCAGTTGGGAAATATCAGCTGTATACTCATGATGTCCTGAATCAGAGGCGTGGATACC 
MOE1_clone1       TGGAGTCAGTTGGGAAATATCAGCTGTATACTCATGATGTCCTGAATCAGAGGCGTGGATACC 
MOE1_clone2       TGGAGTCAGTTGGGAAATATCAGCTGTATACTCATGATGTCCTGAATCAGAGGCGTGGATACC 
MOE1_clone3       TGGAGTCAGTTGGGAAATATCAGCTGTATACTCATGATGTCCTGAATCAGAGGCGTGGATACC 
MOE1_clone4       TGGAGTCAGTTGGGAAATATCAGCTGTATACTCATGATGTCCTGAATCAGAGGCGTGGATACC 
MOE1_clone5       TGGAGTCAGTTGGGAAATATCAGCTGTATACTCATGATGTCCTGAATCAGAGGCGTGGATACC 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
MOE1_seqesperad   TTACAGCCTGGACACACCTGCACCTATGTGTTCAGAAGCTTGAAAGCTTCCTGCATTGATGAA 
MOE1_clone1       TTACAGCCTGGACACACCTGCACCTATGTGTTCAGAAGCTTGAAAGCTTCCTGCATTGATGAA 
MOE1_clone2       TTACAGCCTGGACACACCTGCACCTATGTGTTCAGAAGCTTGAAAGCTTCCTGCATTGATGAA 
MOE1_clone3       TTACAGCCTGGACACACCTGCACCTATGTGTTCAGAAGCTTGAAAGCTTCCTGCATTGATGAA 
MOE1_clone4       TTACAGCCTGGACACACCTGCACCTATGTGTTCAGAAGCTTGAAAGCTTCCTGCATTGATGAA 
MOE1_clone5       TTACAGCCTGGACACACCTGCACCTATGTGTTCAGAAGCTTGAAAGCTTCCTGCATTGATGAA 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
MOE1_seqesperad   GTTTGGATGGACTGCTCAGACGCACTGACCCAGGAAGGAGAGGAGCTGGCTGTGGCAGGCGCT 
MOE1_clone1       GTTTGGATGGACTGCTCAGACGCACTGACCCAGGAAGGAGAGGAGCTGGCTGTGGCAGGCGCT 
MOE1_clone2       GTTTGGATGGACTGCTCAGACGCACTGACCCAGGAAGGAGAGGAGCTGGCTGTGGCAGGCGCT 
MOE1_clone3       GTTTGGATGGACTGCTCAGACGCACTGACCCAGGAAGGAGAGGAGCTGGCTGTGGCAGGCGCT 
MOE1_clone4       GTTTGGATGGACTGCTCAGACGCACTGACCCAGGAAGGAGAGGAGCCGGCTGTGGCAGGCGCT 
MOE1_clone5       GTTTGGATGGACTGCTCAGACGCACTGACCCAGGAAGGAGAGGAGCTGGCTGTGGCAGGCGCT 
 
cons              ********************************************** **************** 
 
 
 
 
 
 
 
93 
 
MOE1_seqesperad   GGAGGCCAGAACTGGAGCGTGAAAACCATGCTCACGGTATCAACTGCTTACACCTCTTTCCTT 
MOE1_clone1       GGAGGCCAGAACTGGAGCGTGAAAACCATGCTCACGGTATCAACTGCTTACACCTCTTTCCTT 
MOE1_clone2       GGAGGCCAGAACTGGAGCGTGAAAACCATGCTCACGGTATCAACTGCTTACACCTCTTTCCTT 
MOE1_clone3       GGAGGCCAGAACTGGAGCGTGAAAACCATGCTCACGGTATCAACTGCTTACACCTCTTTCCTT 
MOE1_clone4       GGAGGCCAGAACTGGAGCGTGAAAACCATGCTCACGGTATCAACTGCTTACACCTCTTTCCTT 
MOE1_clone5       GGAGGCCAGAACTGGAGCGTGAAAACCATGCTCACGGTATCAACTGCTTACACCTCTTTCCTT 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
MOE1_seqesperad   GTTTCATTTCTTCAGTCTCCACTGTGACATCAAGGGAGGACTGAGGAAGCAGGGACAAGTGGC 
MOE1_clone1       GTTTCATTTCTTCAGTCTCCACTGTGACATCAAGGGAGGACTGAGGAAGCAGGGACAAGTGGC 
MOE1_clone2       GTTTCATTTCCTCAGTCTCCACTGTGACATCAAGGGAGGACTGAGGAAGCAGGGACAAGTGGC 
MOE1_clone3       GTTTCATTTCTTCAGTCTCCACTGTGACATCAAGGGAGGACTGAGGAAGCAGGGACAAGTGGC 
MOE1_clone4       GTTTCATTTCTTCAGTCTCCACTGTGACATCAAGGGAGGACTGAGGAAGCAGGGACAAGTGGC 
MOE1_clone5       GTTTCATTTCCTCAGTCTCCACTGTGACATCAAGGGAGGACTGAGGAAGCAGGGACAAGTGGC 
 
cons              ********** **************************************************** 
 
 
MOE1_seqesperad   CCTCATTGAGTCCCCTCCCTGGTTTAGGCAGGCTCTCCACTAATATGCCCGTTGGTCTTTCTC 
MOE1_clone1       CCTCATTGAGTCCCCTCCCTGGTTTAGGCAGGCTCTCCACTAATATGCCCGTTGGTCTTTCTC 
MOE1_clone2       CCTCATTGAGTCCCCTCCCTGGTTTAGGCAGGCTCTCCACTAATATGCCCGTTGGTCTTTCTC 
MOE1_clone3       CCTCATTGAGTCCCCTCCCTGGTTTAGGCAGGCTCTCCACTAATATGCCCGTTGGTCTTTCTC 
MOE1_clone4       CCTCATTGAGTCCCCTCCCTGGTTTAGGCAGGCTCTCCACTAATATGCCCGTTGGTCTTTCTC 
MOE1_clone5       CCTCATTGAGTCCCCTCCCTGGTTTAGGCAGGCTCTCCACTAATATGCCCGTTGGTCTTTCTC 
 
cons              *************************************************************** 
 
 
MOE1_seqesperad   CTCGCCTCTTGCATATACAGTCAGCCAGACCCCACCCAAATCTACTAAAAATCCCCCACCTCA 
MOE1_clone1       CTCGCCTCTTGCATATACAGTCAGCCAGACCCCACCCAAATCTACTAAAAATCCCCCACCTCA 
MOE1_clone2       CTCGCCTCTTGCATATACAGTCAGCCAGACCCCGCCCAAATCTACTAAAAATCCCCCACCTCA 
MOE1_clone3       CTCGCCTCTTGCATATACAGTCAGCCAGACCCCACCCAAATCTACTAAAAATCCCCCACCTCA 
MOE1_clone4       CTCGCCTCTTGCATATACAGTCAGCCAGACCCCACCCAAATCTACTAAAAATCCCCCACCTCG 
MOE1_clone5       CTCGCCTCTTGCATATACAGTCAGCCAGACCCCGCCCAAATCTACTAAAAATCCCCCACCTCA 
 
cons              ********************************* ****************************  
 
 
MOE1_seqesperad   CTTTGGGAGGGGGGTCTCCTCCCAGCCAGTCTTTCCTGGCCACTTTC 
MOE1_clone1       CTTTGGGAGGGGGGTCTCCTCCCAGCCAGTCTTTCCTGGCCACTTTC 
MOE1_clone2       CTTTGGGAGGGGGGTCTCCTCCCAGCCAGTCTTTCCTGGCCACTTTC 
MOE1_clone3       CTTTGGGAGGGGGGTCTCCTCCCAGCCAGTCTTTCCTGGCCACTTTC 
MOE1_clone4       CTTTGGGAGGGGGGTCTCCTCCCAGCCAGTCTTTCCTGGCCACTTTC 
MOE1_clone5       CTTTGGGAGGGGGGTCTCCTCCCAGCCAGTCTTTCCTGGCCACTTTC 
 
cons              *********************************************** 
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MOE2 
T-COFFEE, Version_11.00.d625267 (2016-01-11 15:25:41 - Revision d625267 - Build 507) 
Cedric Notredame  
CPU TIME:0 sec. 
SCORE=982 
* 
 BAD AVG GOOD 
* 
MOE2_clone1   :  98 
MOE2_clone2   :  99 
MOE2_clone3   :  99 
MOE2_clone4   :  99 
MOE2_clone5   :  99 
cons          :  98 
 
MOE2_clone1   AATCATCTTGACTTCAGAACCACTGCCCTTGGTTTCTAGATGAAGGCCATTCATGGCCTGCTCTTCATC 
MOE2_clone2   AATCATCTTGACTTCAGAACCACTGCCCTTGGTTTCTAGATGAAGGCCATTCATGGCCTGCTCTTCATC 
MOE2_clone3   AATCATCTTGACTTCAGAACCACTGCCCTTGGTTTCTAGATGAAGGCCATTCATGGCCTGCTCTTCATC 
MOE2_clone4   ----ATCTTGACTTCAGAACCACTGCCCTTGGTTTCTAGATGAAGGCCATTCATGGCCTGCTCTTCATC 
MOE2_clone5   AATCATCTTGACTTCAGAACCACTGCCCTTGGTTTCTAGATGAAGGCCATTCATGGCCTGCTCTTCATC 
 
cons              ***************************************************************** 
 
 
MOE2_clone1   TTTCTCACTTCAGTGGCATGCAAAATTCGAGGAGTCAAAACCAGAATGGACGAGGTTAGAGCACCCTCA 
MOE2_clone2   TTTCTCACTTCAGTGGCATGCAAAATTCGAGGAGTCAAAACCAGAATGGACGAGGTTAGAGCACCCTCA 
MOE2_clone3   TTTCTCACTTCAGTGGCATGCAAAATTCGAGGAGTCAAAACCAGAATGGACGAGGTTAGAGCACCCTCA 
MOE2_clone4   TTTCTCACTTCAGTGGCATGCAAAATTCGAGGAGTCAAAACCAGAATGGACGAGGTTAGAGCACCTTCA 
MOE2_clone5   TTTCTCACTTCAGTGGCATGCAAAATTCGAGGAGTCAAAACCAGAATGGACGAGGTTAGAGCACCTTCA 
 
cons          ***************************************************************** *** 
 
 
MOE2_clone1   GACGTTCACAAAGGATCCAGGCATTTTTATGACATGTAAAGTCACTCATAGTAAAGTGTGAGAGATCAC 
MOE2_clone2   GACGTTCACAAAGGATCCAGGCATTTTTATGACATGTAAAGTCACTCATAGTAAAGTGTGAGAGATCAC 
MOE2_clone3   GACGTTCACAAAGGATCCAGGCATTTTTATGACATGTAAAGTCACTCATAGTAAAGTGTGAGAGATCAC 
MOE2_clone4   GACGTTCACAAAGGATCCAGGCATTTTTATGACATGTAAAGTCACTCATAGTAAAGTGTGAGAGATCAC 
MOE2_clone5   GACGTTCACAAAGGATCCAGGCATTTTTATGACATGTAAAGTCACTCATAGTAAAGTGTGAGAGATCAC 
 
cons          ********************************************************************* 
 
MOE2_clone1   CATAGTTGCCATCATCAAGCACTGGCTTCCAGCCACGCGATGGGTAGGAAGATGTCTGGCAGTTCTGTT 
MOE2_clone2   CATAGTTGCCATCATCAAGCACTGGCTTCCAGCCACGCGATGGGTAGGAAGATGTCTGGCAGTTCTGTT 
MOE2_clone3   CATAGTTGCCATCATCAAGCACTGGCTTCCAGCCACGCGATGGGTAGGAAGATGTCTGGCAGTTCTGTT 
MOE2_clone4   CATAGTTGCCATCATCAAGCACTGGCTTCCAGCCACGCGATGGGTAGGAAGATGTCTGGCAGTTCTGTT 
MOE2_clone5   CATAGTTGCCATCATCAAGCACTGGCTTCCAGCCACGCGATGGGTAGGAAGATGTCTGGCAGTTCTGTT 
 
cons          ********************************************************************* 
 
 
MOE2_clone1   CCAGATCTGGGTACACTAGTCAGGGTCTGTGAGTCCTGATATACTCTGGAGAAGAGTCACTTTCGGACG 
MOE2_clone2   CCAGATCTGGGTACACTAGTCAGGGTCTGTGAGTCCTGATATACTCTGGAGAAGAGTCACTTTTGGACG 
MOE2_clone3   CCAGATCTGGGTACACTAGTCAGGGTCTGTGAGTCCTGATATACTCTGGAGAAGAGTCACTTTTGGACG 
MOE2_clone4   CCAGATCTGGGTACACTAGTCAGGGTCTGTGAGTCCTGATATACTCTGGAGAAGAGTCACTTTTGGACG 
MOE2_clone5   CCAGATCTGGGTACACTAGTCAGGGTCTGTGAGTCCTGATATACTCTGGAGAAGAGTCACTTTTGGGCG 
 
cons          *************************************************************** ** ** 
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MOE2_clone1   GGCCTCTCCTTGTAGTAATATGATCTTCAGCCACCTGTCAGGGGTCATGCTGGACTCTGGCCACATGCA 
MOE2_clone2   GGCCTCTCCTTGTAGTAATATGATCTTCAGCCACCTGTCAGGGGTCATGCTGGACTCTGGCCACATGCA 
MOE2_clone3   GGCCTCTCCTTGTAGTAATATGATCTTCAGCCACCTGTCAGGGGTCATGCTGGACTCTGGCCACATGCA 
MOE2_clone4   GGCCTCTCCTTGTAGTAATATGATCTTCAGCCACCTGTCAGGGGTCATGCTGGACTCTGGCCACATGCA 
MOE2_clone5   GGCCTCTCCTTGTAGTAATATGATCTTCAGCCACCTGTCAGGGGTCATGCTGGACTCTGGCCACATGCA 
 
cons          ********************************************************************* 
 
 
MOE2_clone1   GATGGTGAAGGCTCCATCCCATTCTCCTTTTCTTTTCAGTTCAGAGGCAACGGTTTCAGGTTCCTTGCA 
MOE2_clone2   GATGGTGAAGGCTCCATCCCATTCTC------------------------------------------- 
MOE2_clone3   GATGGTGAAGGCTCCATCCCATTCTC------------------------------------------- 
MOE2_clone4   GATGGTGAAGGCTCCATCCCATTCTC------------------------------------------- 
MOE2_clone5   GATGGTGAAGGCTCCATCCCATTCTC------------------------------------------- 
 
cons          **************************                                            
 
 
MOE2_clone1   GACAGGTAGACAGTCGCTTGGGAGCGTGACTCGGTCGCGATCTGGTTGCGAAGGAGA 
MOE2_clone2   --------------CGCTTGGGAGCGTGACTCGGTCGCGATCTGGTTGCGAAGGAGA 
MOE2_clone3   --------------CGCTTGGGAGCGTGACTCGGTCGCGATCTGGTTGCGAAGGAGA 
MOE2_clone4   --------------CGCTTGGGAGCGTGACTCGGTCGCGATCTGGTTGCGAAGGAGA 
MOE2_clone5   --------------CGCTTGGGAGCGTGACTCGGTCGCGATCTGGTTGCGAAGGAGA 
 
cons                        ******************************************* 
 
 
Both1 
T-COFFEE, Version_11.00.d625267 (2016-01-11 15:25:41 - Revision d625267 - Build 507) 
Cedric Notredame  
CPU TIME:0 sec. 
SCORE=884 
* 
 BAD AVG GOOD 
* 
Both1_seqespera   :  85 
Both1_clone1      :  86 
Both1_clone2      :  84 
Both1_clone3      :  85 
Both1_clone4      :  85 
Both1_clone5      :  95 
cons              :  88 
 
Both1_seqespera   GTGCTAGGGAACAATGAAGCTGAAGGATTACAATTTAAACCACACAGACAGGAGCCCTGTAGA 
Both1_clone1      CCG--AGGGA-----GA------------------------------------CCCTGTAAGA 
Both1_clone2      GATTTAGGGAACAATGAAGCTGAAGGATTACAATTTAAACCACACAGACAGGAGCCCTGTAGA 
Both1_clone3      GTGCTATGGAACAATGAAGCTGAAGGATTACAATTTAAACCACACAGACAGGAGCCCTGTAGA 
Both1_clone4      GTGCTAGGGAACAATGAAGCTGAAGGATTACAATTTAAACCACACAGACAGGAGCCCTGTAGA 
Both1_clone5      --------------------------------------------------------------- 
 
cons                                                                              
 
 
Both1_seqespera   GCTGGCCTGCAGTCATCTGAGAAGGAGGGTCTGAGCATAGAGGGGGCCTCCAGACTGGGCCT- 
Both1_clone1      GTGGCCTTCCATCTATTTAGAAAAGGAGGTTTGGACATAGAGGGGGCCTCCCAACTTGGCCTT 
Both1_clone2      GCTGGCCTGCAGTCATCTGAGAAGGAGGGTCTGAGCATAGAGGGGGCCTCCAGACTGGGCCT- 
Both1_clone3      GCTGGCCTGCAGTCATCTGAGAAGGAGGGTCTGAGCATAGAGGGGGCCTCCAGACTGGGCCT- 
Both1_clone4      GCTGGCCTGCAGTCATCTGAGAAGGAGGGTCTGAGCATAGAGGGGGCCTCCAGACTGGGCCT- 
Both1_clone5      --------------ATGT--------------------------------------------- 
 
cons                            ** *                                              
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Both1_seqespera   TGGACTTGGACAGGGCTGGTGC-CACGTGCTGAGGTGAAGCAGCTCCGGTGGGTGACACC-AC 
Both1_clone1      TGAATTTGAACAGGGCTGGTTCCCACGTGCTGAGGTGAAGCAGTTCCGGTGGGTGACACCCCC 
Both1_clone2      TGGACTTGGACAGGGCTGGTGC-CACGTGCTGAGGTGAAGCAGCTCCGGTGGGTGACACC-AC 
Both1_clone3      TGGACTTGGACAGGGCTGGTGC-CACGTGCTGAGGTGAAGCAGCTCCGGTGGGTGACACC-AC 
Both1_clone4      TGGACTTGGACAGGGCTGGTGC-CACGTGCTGAGGTGAAGCAGCTCCGGTGGGTGACACC-AC 
Both1_clone5      --------------------------------------------------------------- 
 
cons                                                                              
 
 
Both1_seqespera   AGGTTGCCCT-CTAAGATACTGCAGGGGACAAAGGAGTCGGTCCCTCCTTTCACCTCTTGTTC 
Both1_clone1      AGGTTGCCCTTTTAAGATACTGCAGGGGACAAAGGAGTCGGTCCCTCCTTTCACCTCTTGTTC 
Both1_clone2      AGGTTGCCCT-CTAAGATACTGCAGGGGACAAAGGAGTCGGTCCCTCCTTTCACCTCTTGTTC 
Both1_clone3      AGGTTGCCCT-CTAAGATACTGCAGGGGACAAAGGAGTCGGTCCCTCCTTTCACCTCTTGTTC 
Both1_clone4      AGGTTGCCCT-CTAAGATACTGCAGGGGACAAAGGAGTCGGTCCCTCCTTTCACCTCTTGTTC 
Both1_clone5      --------------------------------------------------------------- 
 
cons                                                                              
 
 
Both1_seqespera   TGGAGTCTAACCTTACACTGCTTACTGGCAAAGATCAGCACAGCCTAAAAGAAATCAATCTAA 
Both1_clone1      TGGAGTCTAACCTTACACTGCTTACTGGCAAAGATCAGCACAGCCTAAAAGAAATCAATCTAA 
Both1_clone2      TGGAGTCTAACCTTACACTGCTTACTGGCAAAGATCAGCACAGCCTAAAAGAAATCAATCTAA 
Both1_clone3      TGGAGTCTAACCTTACACTGCTTACTGGCAAAGATCAGCACAGCCTAAAAGAAATCAATCTAA 
Both1_clone4      TGGAGTCTAACCTTACACTGCTTACTGGCAAAGATCAGCACAGCCTAAAAGAAATCAATCTAA 
Both1_clone5      --------------------------------------------------------------A 
 
cons                                                                            * 
Both1_seqespera   CTGTAGAAGTGTGGTTGGCAGTATCCAG-ATAGCAAGCCCAAGGAAGGCTTGTGGTTGACTTT 
Both1_clone1      CTGTAGAAGTGTGGTTGGCAGTATCCAG-ATAGCAAGCCCAAGGAAGGCTTGTGGTTGACTTT 
Both1_clone2      CTGTAGAAGTGTGGTTGGCAGTATCCAG-ATAGCAAGCCCAAGGAAGGCTTGTGGTTGACTTT 
Both1_clone3      CTGTAGAAGTGTGGTTGGCAGTATCCAG-ATAGCAAGCCCAAGGAAGGCTTGTGGTTGGCTTT 
Both1_clone4      CTGTAGAAGTGTGGTTGGCAGTATCCAG-ATAGCAAGCCCAAGGAAGGCTTGTGGTTGGCTTT 
Both1_clone5      CTGTAGAAGTTTGTTTGATTTTTTCTATAATTGAAAGCCAATGTAGGGTTCATGAATTA-TCT 
 
cons              ********** ** ***    * ** *  ** * ***** * * * ** *  **  *   * * 
 
 
Both1_seqespera   GTTGAGTCGCATGCCC-ATGAATTAAGCCAATAATGAATTATGATGTTCGAGCCAACATGAAT 
Both1_clone1      GTTGAGTTGCATGCCC-ATGAATTAAGCCAATAATGAATTATGATGTTCGAGCCAACATGAAT 
Both1_clone2      GTTGAGTCGCATGCCC-ATGAATTAAGCCAATAATGAATTATGATGTTCGAGCCAACATGAAT 
Both1_clone3      GTTGAGTCGCATGCCC-ATGAATTAAGCCAATAATGAATTATGATGTTCGAGCCAACATGAAT 
Both1_clone4      GTTGAGTCGCATGCCC-ATGAATTAAGCCAATAATGAATTATGATGTTCGAGCCAACATGAAT 
Both1_clone5      CCTAATTTGCCTTCCCAATTAATTAAGCAAA-AATGAA-AATGGAATTCGAACCAACAAGAAA 
 
cons                * * * ** * *** ** ******** ** ******  ***   ***** ****** ***  
 
 
Both1_seqespera   TACATATCTGACATGCTCCTCTCTGTGATCTGTGGTGCAACAGGACCTTTTGCTATCAGATTA 
Both1_clone1      TACATATCTGACATGCTCCTCTCTGTGATCTGTGGTGCAACAGGACCTTTTGCTATCAGATTA 
Both1_clone2      TACATATCTGACATGCTCCTCTCTGTGATCTGTGGTGCAACAGGACCTTTTGCTATCAGATTA 
Both1_clone3      TACATATCTGACATGCTCCTCTCTGTGATCTGTGGTGCAACAGGACCTTTTGCTATCAGATTA 
Both1_clone4      TACATATCTGACATGCTCCTCTCTGTGATCTGTGGTGCAACAGGACCTTTTGCTATCAGATTA 
Both1_clone5      TAAATATAGGACAAGTTCTTTTGTGTGATCTTTGTTTCAGCAGTCCCTATTG-TAGCTGA-TA 
 
cons              ** ****  **** * ** * * ******** ** * ** ***  *** *** ** * ** ** 
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Both1_seqespera   AGGTGGACAAGAAGGCCTAACAGGAACACAGAAAATAGGAAGTCATTACAGATGTTCTGATTT 
Both1_clone1      AGGTGGACAAGAAGGCCTAACAGGAACACAGAAAATAGGAAGTCATTACAGATGTTCTGATTT 
Both1_clone2      AGGTGGACAAGAAGGCCTAACAGGAACACAGAAAATAGGAAGTCATTACAGATGTTCTGATTT 
Both1_clone3      AGGTGGACAAGAAGGCCTAACAGGAACACAGAAAATAGGAAGTCATTACAGATGTTCTGATTT 
Both1_clone4      AGGTGGACAAGAAGGCCTAACAGGAACACAGAAAATAGGAAGTCATTACAGATGTTCTGATTT 
Both1_clone5      ATGTGGACAAGAAGCCCTCACTGG-ACTCAGAAAGTA-GAGGTCATATCAGATGTCTTGA-GT 
 
cons              * ************ *** ** ** ** ****** ** ** *****  *******  ***  * 
 
 
Both1_seqespera   TTCGCCAAGGCAACAGTAGGTAACCCTCTTTGTATATCATACTCTTTCTTTAACAACTGCCCT 
Both1_clone1      TTCGCCAAGGCAACAGTAGGTAACCCTCTTTGTATATCATACTCTTTCTTTAACAACTGCCCT 
Both1_clone2      TTCGCCAAGGCAACAGTAGGTAACCCTCTTTGTATATCATACTCTTTCTTTAACAACTGCCCT 
Both1_clone3      TTCGCCAAGGCAACAGTAGGTAACCCTCTTTGTATATCATACTCTTTCTTTAACAACTGCCCT 
Both1_clone4      TTCGCCAAGGCAACAGTAGGTAACCCTCTTTGTATATCATACTCTTTCTTTAACAACTGCCCT 
Both1_clone5      TTCGACAAGGCAACAGTAGGTAACCCTATTTGTATATCATACTCTCTTTTTAACAGCTGCCCT 
 
cons              **** ********************** ***************** * ******* ******* 
 
 
Both1_seqespera   GTGAAAAATGGTGTCGTCCTGTTGGAAGCTATGTAACAGAGTTGTACTTACAAAGCATATATG 
Both1_clone1      GTGAAAAATGGTGTCGTCCTGTTGGAAGCTATGTAACAGAGTTGTACTTACAAAGCATATATG 
Both1_clone2      GTGAAAAATGGTGTCGTCCTGTTGGAAGCTATGTAACAGAGTTGTACTTACAAAGCATATATG 
Both1_clone3      GTGAAAAATGGTGTCGTCCTGTTGGAAGCTATGTAACAGAGTTGTACTTACAAAGCATATATG 
Both1_clone4      GTGAAAAATGGTGTCGTCCTGTTGGAAGCTATGTAACAGAGTTGTACTTACAAAGCATATATG 
Both1_clone5      GAGAAAAAAGGTGTCGTCATGTTGGAAGCTATGTAACAGAGTCGTAC-TACAAAGCATATGTG 
 
cons              * ****** ********* *********************** **** ************ ** 
 
Both1_seqespera   CCTCCAATAATTTATCTTACACACACACACACACACACACATACACACACCCTCTGGCAAGTG 
Both1_clone1      CCTCCAATAATTTATCTTACACACACACACACACACACACATACACACACCCTCCGGCAAGTG 
Both1_clone2      CCTCCAATAATTTATCTTACACACACACACACACACACACATACACACACCCTCTGGCAAGTG 
Both1_clone3      CCTCCAATAATTTATCTTACACACACACACACACACACACATACACACACCCTCTGGCAAGTG 
Both1_clone4      CCTCCAATAATTTATCTTACACACACACACACACACACACATACACACACCCTCTGGCAAGTG 
Both1_clone5      CCTCCAATAATGTATCTTACACACACACACACACACACACATACACACACCCTCTGGCAAGTG 
 
cons              *********** ****************************************** ******** 
 
 
Both1_seqespera   ACATAGACAGTTAAATGACAGATTCAAGGACACACAGCTGACACATGATTTATACTAGTGGTA 
Both1_clone1      ACATAGACAGTTAAATGACAGATTCAAGGACACACAGCTGACACATGATTTATACTAGTGGTA 
Both1_clone2      ACATAGACAGTTAAATGACAGATTCAAGGACACACAGCTGACACATGATTTATACTAGTGGTA 
Both1_clone3      ACATATACAGTTAAATGACAGATTCAAGGACACACAGCTGACACATGATTTATACTATTGGTA 
Both1_clone4      ACATAGACAGTTAAATGACAGATTCAAGGACACACAGCTGACACATGATTTATACTAGTGGTA 
Both1_clone5      ACATAGACAGTTAAATGACAGATTCAAGGACACACAGCTGACACATGATTTATACTAGTGGTA 
 
cons              ***** *************************************************** ***** 
 
 
Both1_seqespera   GGAGGGTTTTGATGAGCGTCCTCTGGCTGGCTACGGAAGGGAGCTTCGCCTGCTCTTTTCCCC 
Both1_clone1      GGAGGGTTTTGATGAGCGTCCTCTGGCTGGCTACGGAAGGGAGCTTCGCCTGCTCTTTTCCCC 
Both1_clone2      GGAGGGCTTTGATGAGCGTCCTCTGGCTGGCTACGGAAGGGAGCTTCGCCTGCTCTTTTCCCC 
Both1_clone3      GGAGGGTTTTGATGATCGTCCTCTGGCTGGCTACCGAAGGGAGCTTCGCCTGCTCTTTTCCAC 
Both1_clone4      GGAGGGTTTTGATGAGCGTCCTCTGGCTGGCTACGGAAGGGAGCTTCGCCTGCTCTTTTCCCC 
Both1_clone5      GGAGGGTTTTGATGAGCGTCCTCTGGCTGGATACGGAAGGGAGCTTCGCCTGCTCTTTTCCCC 
 
cons              ****** ******** ************** *** ************************** * 
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Both1_seqespera   TCGGAGCAGCTCGGTCAGTTGCCTCGGCACAGGCTGGCAGGCTCTGCCCTCTGATCCCAGCCT 
Both1_clone1      TCGGAGCAGCTCGGTCAGTTGCCTCGGCACAGGCTGGCAGGCTCTGCCCTCTGATCCCAGCCT 
Both1_clone2      TCGGAGCAGCTCGGTCAGTTGCCTCGGCACAGGCTGGCAGGCTCTGCCCTCTGATCCCAGCCT 
Both1_clone3      TCGGAACAGCTCGGTCAGTTGCCTCGGCCCAGGCTGGCAAGCTCTGCCCTCTGATCCCAGCCT 
Both1_clone4      TCGGAGCAGCTCGGTCAGTTGCCTCGGCACAGGCTGGCAGGCTCTGCCCTCTGATCCCAGCCT 
Both1_clone5      TCGGAGCAGCTCGGTCAGTTGCCTCGGCACAGGCTGGCAGGCTCTGCCCTCTGATCCCAGCCT 
 
cons              ***** ********************** ********** *********************** 
 
 
Both1_seqespera   TGCTCGGAAAGGTGATGTGTTTCTGCTGGGCCTTGTGTCCTGCCAGTGGGTGCTTTCAGCTCG 
Both1_clone1      TGCTCGGAAAGGTGATGTGTTTCTGCTGGGCCTTGTGTCCTGCCAGTGGGTGCTTTCAGCTCG 
Both1_clone2      TGCTCGGAAAGGTGATGTGTTTCTGCTGGGCCTTGTGTCCTGCCAGTGGGTGCTTTCAGCTCG 
Both1_clone3      TGCTCGGAAA-GTGATGTGTTTCTGCTGGGCCTTGGGTCCTGCCTAGGGGTGCTTTCAGCTCA 
Both1_clone4      TGCTCGGAAAGGTGATGTGTTTCTGCTGGGCCTTGTGTCCTGCCAGTGGGTGCTTTCAGCTCG 
Both1_clone5      TGCTCGGAAAGGTGATGTGTTTCTGCTGGGCCTTGTGTCGTGCCAGTGGGTGCTTTCAGCTCG 
 
cons              ********** ************************ *** ****   ***************  
 
 
Both1_seqespera   AAGCTCCTCCAGGAGGCTATGCAGATGCCTTAGTGTGAGTAGCAGTTTC-TGGTCTTGGATCT 
Both1_clone1      AAGCTCCTCCAGGAGGCTATGCAGATGCCTTAGTGTGAGTAGCAGTTTC-TGGTCTTGGATCT 
Both1_clone2      AAGCTCCTCCAGGAGGCTACGCAGATGCCTTAGTGTGAGTAGCAGTTTC-TGGTCTTGGATCT 
Both1_clone3      AAGCTCCTCCAGGAGGTATTGCAAATGCCTTAAGGTGAGTAACAATTTCCTGGCCTTGGATCT 
Both1_clone4      AAGCTCCTCCAGGAGGCTATGCAGATGCCTTAGTGTGAGTAGCAGTTTC-TGGCCTTGGATCT 
Both1_clone5      AAGCTCCTACAGGAGGCTATGCAGATGCCTTAGTGTGAGTAGCAGTTTC-TGGTCTTGGATCT 
 
cons              ******** *******    *** ********  ******* ** **** *** ********* 
 
Both1_seqespera   GCATC-TCGGCCAGCTCCTCCCTCAGCCACTCCAGGGTCTGCCCAAGACTTGCAGCTGGCTCT 
Both1_clone1      GCATC-TCGGCCAGCTCCTCCCTCAGCCACTCCAGGGTCTGCCCAAGACTTGCAGCTGGCTCT 
Both1_clone2      GCATC-TCGGGCAGCTCCTCCTTAAGCAATTCAAGGGTCTGCCCAAGACTTGCAGCTGGGTCT 
Both1_clone3      GCATC-CCGGCC--------------------------------------------------- 
Both1_clone4      GCATC-TCGGCC--------------------------------------------------- 
Both1_clone5      GCATAATCGGCCAGCTCCTCCCTCAGCCACTCCAGGGTGGCGGCAAGACTTGCAGCTGGCTCT 
 
cons              ****   *** *                                                    
 
 
Both1_seqespera   -CCCGGCATTTCCATCTCAGTGTCCTTGATAGAGTCCTTAGCAATGACTTGGTTACAGGC-CC 
Both1_clone1      -CCCGGCATTTCCATCTCAGTGTCCTTGTTAGAGTCCTTAGCAATGACTTGGTTACAGGC-CC 
Both1_clone2      -CCCGGGATTTCCATCTCAAGGGCCTTGAAAAAACCCTTAACAATGACTTGGTTACAGGC-CC 
Both1_clone3      ---TGGTAAC-CAA-CACAATGGCTTT--------CCCTGGGGGGGTTTT-----------CC 
Both1_clone4      ---TGGGAAGCCAATCACCATGGCTTT--------CCCTGGGGGTGTTTT-----------CC 
Both1_clone5      TCCCGGCATTTCCATTTCAGTGTCCTTGATAGAGTCCTTAGCAATGACTTGGTTACAGGCGCC 
 
cons                  ** *   * *   *   * * **        ** *      *  **           ** 
 
 
Both1_seqespera   GGGGGACCTTTGACTTGTATAGTCA-CCAGCTTCCTTCAGGCTGGCAGCTAAGTCCCCAAGGG 
Both1_clone1      GGGGGACCTTTGACTTGTATAGTCA-CCAGCTTCCTTCAGGCTGGCAGCTAAGTCCCCAAGGG 
Both1_clone2      GGGGGACCTTTTACTTGTTAATTCC-CCACCTTCCTCTAGGTTGGAAGCTTAG---------- 
Both1_clone3      CCCGGTCCC--------AAAAATAA-GAAGGATTCCCCAATTTGGGGGCCACGCAGCCCA--- 
Both1_clone4      CCAGGTCCC---------AAAATAA-GAAGGTTCCCCCAAATATGTGGGCCCGCCACCCA--- 
Both1_clone5      GGGGGACCTTTGACTTGTATAGTCATCCAGCTTCTTTCAGGCTGGCAGATAAGTCCCCAAGGG 
 
cons                 ** **            * *     *   *     *     *  *    *           
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Both1_seqespera   TGGAATTAATGAGAGCAGGACGTGGTTCACGTTGGAAGACGTA-------G 
Both1_clone1      TGGAATTAATGAGAGCAGGACGTGGTTCACGTTGGAAGACGTA-------G 
Both1_clone2      --------------------------------------------------G 
Both1_clone3      ----------AAAAAAAGGAGGAATTTTACCTTGGTGTT--AG-------G 
Both1_clone4      ----------AAAAAAAGGAAGAAT-TTACCTTGGGGTTCCAGGTTTTCAG 
Both1_clone5      TGGAATTAATGAGAGCAGGACGTGGTTCACGTTGGAAGACGTA-------G 
 
cons                                                                * 
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5. Apêndice 
5.1. Variation in olfactory neuron repertoires is 
genetically controlled and environmentally modulated 
 
Durante o período de meu mestrado, paralelamente com os experimentos 
realizados para o meu projeto de Mestrado, pude colaborar com um estudo sobre 
fatores que influenciam na diversidade dos neurônios olfativos. Uma das etapas deste 
estudo, realizada em nosso laboratório, foi investigar a existência de uma correlação 
entre os níveis de expressão de mRNA de um determinado gene de receptor olfativo 
com o número de células presentes no epitélio olfativo expressando aquele receptor. A 
alta expressão destes genes OR poderia ser devida a: 1) o fato de que tais genes OR são 
monoalelicamente expressos num número maior de neurônios olfativos do que os 
demis genes de OR; e/ou 2) genes de OR são consistentemente expressos com 
diferentes intensidades em um mesmo OSN. 
Para distinguir entre estas possibilidades, realizamos hibridação in situ com 
sondas específicas para ORs com valores de expressão distribuídos ao longo de um 
intervalo. Encontramos uma forte correlação entre o nível de expressão de um gene OR 
e o números de neurônios olfativos expressando aquele receptor, de forma que a 
abundância de mRNAs do gene OR no tecido se deve principalmente ao número de 
células expressando o gene no tecido, do que a variações no nível de expressão do gene 
entre os OSNs. 
Nesta etapa, minha contribuição particular constituiu na síntese das sondas 
utilizadas no experimento de hibridização in situ. O artigo foi publicado em 2017 na 
revista Elife (Ibarra-Soria, Ximena, et al. "Variation in olfactory neuron repertoires is 
genetically controlled and environmentally modulated." Elife 6 (2017): e21476.). 
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5.2. Identification of long intergenic non-coding RNAs 
expressed in the olfactory organs 
 
As análises do perfil de expressão de lincRNAs diferencialmente expressos no 
tecido olfativo farão parte de um artigo ainda a ser submetido para a publicação, 
produzido em nosso laboratório e que é parte central da pesquisa de Mestrado do 
colega Antônio Pedro de Castello Branco da Rocha Camargo. O estudo reporta um 
método de alta eficiência para identificação de lincRNAs especificamente expressos no 
tecido olfativo, além de identificar lincRNAs expressos em etapas específicas do 
desenvolvimento, e os dados do padrão espacial de expressão servem como forma de 
validação de alguns lincRNAs identificados no processo. 
A minha contribuição neste trabalho foi a caracterização espacial da expressão 
de lincRNAs diferencialmente expressos no tecido olfativo, e um experimento ainda 
em curso de caracterização espacial da expressão de um lincRNA expresso apenas nas 
células progenitoras no tecido olfativo. 
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6. Anexo 
 
6.1. Documentação da Comissão de Ética no uso de 
animais 
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6.2. Declaração de Direitos Autorais 
 
 
 
